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1. Fragestellung

Das immundiagnostische Labor am Universititsklinikum Hamburg-Eppendorf erhélt pro Jahr
in etwa 150 Anfragen zur phénotypischen Charakterisierung von B-Zellen in Proben
peripheren Blutes von Patienten. Da neben Anfragen aus Ambulanzen und Stationen fiir
erwachsene Patienten auch Anfragen aus der Immundefekt Ambulanz der Kinder- und
Jugendmedizin kommen, handelt es sich um eine breit geficherte Patientenkohorte, die
Patienten mit unterschiedlichen Erkrankungen umfasst. Die Anschaffung eines neuen Gerétes
fir FACS Analysen Ende des Jahres 2015 im Zentrum fiir Diagnostik erdffnete die
Moglichkeit der Erarbeitung eines neuen FACS Panels zur Analyse von B-Zell
Subpopulationen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde nun ein neues B-Zell Panel etabliert,
welches neben Antigenen zur Identifikation unterschiedlichster B-Zell Subpopulationen auch
das Antigen CD73 einschlieft, welches wahrscheinlich eine wichtige, aber noch nicht genau
definierte Rolle in der Differenzierung von B-Zellen spielt. Inzwischen wurden mehr als 280
Blutproben von Patienten und gesunden Spendern analysiert. Dieser Datensatz soll nun
genutzt werden, um die Rolle von CD73 fir die Funktion und Entwicklung von B-
Lymphozyten zu untersuchen. Hierzu wird eine detaillierte Analyse der CD73 Expression und
der Verteilung der verschiedenen B-Zell Subpopulationen im peripheren Blut von Patienten
durchgefiihrt. AuBlerdem soll ein Vergleich verschiedener Patientenkohorten mit Proben von

gesunden Blutspendern erfolgen.

2. Einleitung

2.1 B-Lymphozyten

Etwa eine Billion Zellen des gesunden menschlichen Korpers sind B-Zellen, die sich in ihrem

Differenzierungsgrad und Aufgaben stark unterscheiden (nach Melchers 2015).

Mit Hilfe ihrer Antikorper sind B-Zellen dazu in der Lage Antigene von Krankheitserregern
zu erkennen. Dieser Prozess flihrt mit der Unterstiitzung von T-Zellen zur Aktivierung und
Ausdifferenzierung der Zellen, die nun als Plasmazellen hochaffine und spezifische
Antikorper gegen das Antigen des Erregers produzieren und sezernieren. Diese Antikorper
vermitteln nicht nur die Abwehr des entsprechenden Erregers, sie tragen auch gemeinsam mit

entstandenen Gedichtniszellen zur Langzeitimmunitit bei (nach Murphy et al. 2016).



Antikorper sind also das zentrale Element der Funktionalitit von B-Zellen. Sowohl in geldster
als auch in membrangebundener Form setzen sich Antikorper aus sog. schweren (H-Ketten)
und leichten Ketten (L-Ketten) zusammen. Innerhalb des B-Zell Genoms kodieren bestimmte
Regionen (Abschnitte) fiir diese Antikorper Ketten. Zu diesen Abschnitten gehdren neben der
H-Region, die fiir die schwere Kette kodiert, auch die lambda- und kappa-Regionen, die
jeweils fiir dquivalente leichte Ketten kodieren. Die genannten Regionen konnen weiter
unterteilt werden. So bestimmt beispielsweise der Aufbau der konstanten Region (C-Region)
der schweren Kette tiiber die spdtere Antikorperklasse. Es gibt insgesamt fiinf
Antikorperklassen: Immunglobulin M, D, A, G und E, von denen jede unterschiedliche
Eigenschaften hat, die der Abwehr bestimmter Gruppen von Erregern dienen. Im Zuge ihrer
Entwicklung exprimieren alle B-Zellen Antikorper der Klasse M (IgM) und eine durch
alternatives Spleilen entstehende Klasse D (IgD). Erst durch Aktivierung und weitere
Differenzierung kommt es in einem Teil der aktivierten Zellen zum sog. Isotypenwechsel, bei
dem sich die Antikorperklasse unumkehrbar zu IgA, IgG oder IgE dndert. Dieser Isotypen-
oder auch Klassenwechsel genannte Prozess wird im Abschnitt ,Keimzentrumsreaktion’

genauer thematisiert (nach Murphy et al. 2016).

2.1.1 B-Zell-Entwicklung im Knochenmark

Um die Zusammensetzung des humanen B-Zell Pools verstehen zu konnen, muss die B-Zell
Entwicklung genauer betrachtet werden. Die Entwicklung der Blutzellen findet bei Feten in
der Leber und bei Erwachsenen im Knochenmark statt. B-Zellen stammen von den dort
befindlichen pluripotenten hdmatopoetischen Stammzellen (pHSZs) ab. pHSZs sind
selbsterneuernde Zellen, die in alle Linien von Blutzellen differenzieren konnen (pluripotent).
Unter dem Einfluss unterschiedlicher Chemokine und Zytokine gehen aus pHSZ multipotente
myeloid/lymphoide Progenitorzellen (MPPs) hervor. MPPs teilen sich und differenzieren
unter dem Einfluss des dortigen Mikroumfelds zu gemeinsamen lymphatischen
Vorlduferzellen (common lymphoid progenitors, CLPs). CLPs kénnen anders als MPP nur
noch lymphoide (T-Zellen, B-Zellen) und keine myeloiden Zellen (Monozyten,
Granulozyten,...) mehr hervorbringen. Aus CLP gehen nun Progenitor B-Zellen hervor (pro-
B), die beginnen ihre Immunglobulin- (Antikorper-) Gensegmente zu reorganisieren (nach

Melchers 2015).

Der Umlagerungsprozess der Immunglobulin-Gensegmente innerhalb des B-Zell Genoms ist

das zentrale Element der B-Zell Entwicklung. Dieser Prozess schafft die Grundlage fiir die
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spatere Vielfalt der von B-Zellen produzierten Antikorper. Pro-B Zellen ordnen D- und J-

Segmente der schweren Ketten von Antikérpern um und verbinden diese mit der variablen

Region (V-Region). Damit beginnt die prd-B-Zell Phase (nach Pieper et al. 2013).

Die sog. groBBen prid-B-Zellen verfiigen nun iiber reorganisierte VDJ
Segmente der schweren Ketten, welche nun gemeinsam mit einer
Ersatz-Leichtkette als prd-B-Zell Rezeptor auf der Oberfliche
exprimiert werden. Nach drei bis fiinf Zellteilungen differenzieren
grole pri-B-Zellen zu kleinen prid-B-Zellen. Kleine pria-B-Zellen
reorganisieren nun auch die V- und J-Gen-Segmente ihrer Leichtketten
Antikorper (nach Murphy et al. 2016). Nachdem dieser Prozess
abgeschlossen ist, exprimieren die B-Zellen den reifen B-Zell Rezeptor
auf ihrer Oberfldche, der aus einem membrangebunden Antikérper der
Immunglobulin Klasse M (IgM) besteht (nach Pieper et al. 2013). Diese
IgM exprimierenden B-Zellen werden als unreife B-Zellen bezeichnet
2013). Durch alternatives

(nach Pieper et al. Spleilen der

Immunglobulin-Proteine exprimieren die Zellen nach weiterer

Differenzierung auch Antikérper der Klasse D (IgD) auf der Oberflache
(nach Pieper et al. 2013; nach Murphy et al. 2016).

Im Knochenmark werden den B-Zellen durch Zellen in der Umgebung
Auto-Antigene présentiert. Zellen die stark an Auto-Antigene binden
werden in den Zelltod getrieben, wiahrend Zellen, die keine Auto-

Antigene binden, das Knochenmark verlassen, um Teil des

konventionellen B-Zell Pools zu werden. Dieser

Selektionsmechanismus dient der Selektion nicht-autoreaktiver B-

Zellen (nach Melchers 2015).

2.1.2 Transitionale B-Zellen

CD24 ist ein
Zelladhésionsmole-
kiil, das von
unreifen B-Zellen
exprimiert wird. Es
handelt sich um das
mogliche Korrelat
zum ,hitzestabilen
Antigen’ von
Maéusen im
Menschen (nach
Murphy et al.
2016).

Die zyklische ADP
Ribose Hydrolase -
CD38 - spielt eine
wichtige Rolle in
der
Signaltransduktion
(Calcium-
abhéngige-
Signaliibertragung)
und wird von
unreifen und héher
differenzierten B-
Zellen
(Keimzentrums-B-
Zellen und
Plasmablasten)
exprimiert (nach
Murphy et al.
2016).

Die unreifen Zellen zirkulieren nun als sogenannte transitionale Zellen (TransB) im Blut. Im
Gegensatz zu reifen Zellen exprimieren TransB neben IgD und IgM auch CD24 und CD38 in
hoher Intensitdt (Cuss et al. 2006; nach Carsetti et al. 2004). TransB kénnen anhand ihrer
CD21 Expression weiter in CD21-niedrig exprimierende T1-Zellen (T1) und CD21-hoch

exprimierende T2-Zellen (T2) unterteilt werden, was aufeinanderfolgende Stufen der Reifung



widerspiegelt (Sims et al. 2005; Suryani et al. 2009). Beide Populationen konnen im
peripheren Blut als kleiner Anteil der B-Zellen gefunden werden (nach Carsetti et al. 2004).

TransB wandern anschlieBend in die Milz ein, wo sie sich entweder zu Marginalzonen-B-
Zellen (MZ-B-Zellen) oder zu follikuldren B-Zellen (FoB-B-Zellen) entwickeln (nach Pieper
etal. 2013).

2.1.3 Marginalzonen-B-Zellen

MZ-B-Zellen finden sich im weillen Mark der Milz. Diese Zellen dhneln ruhenden reifen B-
Zellen, exprimieren aber andere Proteine auf ihrer Oberfldche als diese. So exprimieren sie
beispielsweise CD23 in geringerem und CD21 in hoherem Malle. Die Hauptaufgabe dieser

Zellen liegt in der Abwehr von Bakterien, die ins Blut iibergetreten sind (nach Murphy et al.
2016).

2.1.4 Entwicklung von follikuliren B-Zellen und Keimzentrumsreaktion

Follikuldre B-Zellen zirkulieren nach dem Verlassen der Milz als IgD+CD27- naive Zellen
(Naive) im Blut und wandern in lymphatische Gewebe ein, um dort weiter zu differenzieren

(nach Capolunghi et al. 2013).

In sekundir lymphatischen Organen wie Lymphknoten und der Milz sammeln sich die naiven
B-Zellen vorwiegend in primdren Lymphfollikeln. Bindet der B-Zell Rezeptor einer B-Zelle
im Lymphfollikel das fiir sie passende Antigen, fiihrt dies zur Aktivierung der Zelle
(nach De Silva und Klein 2015).

Diese Aktivierung 16st eine starke Proliferation der B-Zelle aus, so dass aus ihren Nachfahren
ein sog. Keimzentrum entsteht. Die Aktivierung bewirkt die weitere Differenzierung der Zelle
zur Keimzentrums-B-Zelle, Gedédchtniszelle oder Plasmazelle, wobei nicht jede Aktivierung
auch eine vollstindige Differenzierung nach sich zieht. Um die zur Differenzierung
notwendigen T-Zell abhingigen Signale zu erhalten, wandert die B-Zelle an den Rand
zwischen B- und T-Zell Zone des Follikels (interfollikuldre Region) (nach Taylor et al. 2015).
In der interfollikuldren Region wird die B-Zelle durch die antigen-spezifische T-Helferzelle
stimuliert. Die T-Helferzelle bindet das von der B-Zelle auf MHC-II présentierte Antigen iiber
ihren T-Zell Rezeptor. Im Zuge dieser Interaktion stimuliert die T-Zelle die B-Zelle iiber
unterschiedliche Signale: Der von der T-Zelle exprimierte CD40-Ligand bindet den
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entsprechenden CD40-Rezeptor auf der B-Zell Oberfliche. Auch von der T-Zelle
ausgeschiittete Zytokine wirken auf die B-Zelle ein. Diese Stimuli fiihren gemeinsam zur
vollstdndigen Aktivierung der B-Zelle. Die aktivierte B-Zelle wandert nun ins Zentrum des
Follikels, wo sich follikulire dendritische Zellen (FDCs) befinden. Durch massive
Proliferation (klonale Expansion) werden die dort befindlichen follikuldren B-Zellen
verdringt und das entstehende Keimzentrum wéchst heran. Im Zuge der
Keimzentrumsreaktion kommt es zur somatischen Hypermutation (SHM). Hierbei kommt es
zu Punktmutationen in den variablen Regionen von schwerer und/oder leichter Antikorper
Kette, was die Affinitdt und/oder Spezifitit des Antikorpers verdndert. Durch den Prozess der
nun folgenden Affinititsreifung wird das Wachstum und Uberleben der Klone unterstiitzt, die
das Zielantigen der jeweiligen Keimzentrumsreaktion besonders affin und spezifisch binden.
Auf diese Weise wachsen in mehreren Proliferations- und Selektionsrunden nur die affinsten

und spezifischsten B-Zellen heran (nach Murphy et al. 2016).

Im Rahmen der Keimzentrumsreaktion kommt es in einem Teil der Zellen auch zum
Antikorper-Klassenwechsel. Hierbei kommt es durch Rekombinationen in repetitiven DNA
Sequenzen, die auBlerhalb der eigentlichen C-Region liegen, zu Verdnderungen in der fiir die
schwere Antikorper Kette codierenden Region. Dies fiihrt zu einem Wechsel der produzierten
Immunglobulin Klasse von IgM zu IgG, IgA oder IgE. Die unterschiedlichen Antikorper
Klassen erfiillen unterschiedliche Funktionen (nach Kurosaki et al. 2015). So kénnen 16sliche
IgG Antikérper zum Beispiel nach Bindung an einen Erreger das Komplementsystem
aktivieren und so die Zerstorung der Zielzelle vermitteln. Antikorper der Klasse E (IgE)
konnen u.a. die Aktivierung von Mastzellen vermitteln, die in der Abwehr parasitérer Erreger

eine Rolle spielen (nach Murphy et al. 2016).

2.1.5 Aus Aktivierung resultierende Populationen

Die Aktivierung von B-Zellen in lymphatischen Geweben fiihrt allerdings nicht immer zu
einer Keimzentrumsreaktion. Einige B-Zellen proliferieren nach Interaktion mit der
passenden T-Zelle und bilden keimzentrumsunabhidngig extrafollikuldre kurzlebige
Plasmazellen, die Antikorper produzieren. Andere Zellen differenzieren zu Gedachtniszellen
(s.u.), ohne eine Keimzentrumsreaktion eingegangen zu sein. Zellen, die eine
Keimzentrumsreaktion durchlaufen haben, differenzieren entweder zu Gedéachtniszellen oder

zu Plasmazellen (nach Kurosaki et al. 2015).
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2.1.6 Gedachtnis-B-Zellen

M | Transitionale
Zellen
. [gM+IgD+
IgD+ ¥ Gedichtniszellen

4

Reife Naive

. Nur-IgM+
e
I@& Gedichtniszellen

CD27- Klassengewechselte
Gedichtniszellen Gedichtniszellen

>

IgD-

CD27- CD27+

Abbildung 1: Abbildung zur Veranschaulichung der Entwicklung von
Subpopulationen von Gediichtnis-B-Zellen

Gedichtniszellen entstehen aus unreifen Vorlduferzellen (Transitionale B-
Zellen). Reife Naive B-Zellen exprimieren IgD und sind CD27-negativ.
CD27+ Gedichtniszellen kdnnen in IgD+ (IgM Mem) und IgD- (Sw Mem)
Zellen unterteilt werden. IgD-CD27- Zellen sind CD27- Gedichtniszellen
(CD27- Mem).

Gedichtniszellen haben nach dem Antigenkontakt die Affinitdtsreifung durchlaufen und
verbleiben nun im Organismus. Diese Zellen konnen bei einem erneuten Antigenkontakt
schnell reaktiviert werden, ohne dass eine erneute Keimzentrumsreaktion ablaufen muss.

Somit dienen diese Zellen dem Aufbau einer Immunitit gegentiber ihrem Antigen.

Gedichtniszellen zirkulieren u.a. im peripheren Blut. Diese Zellen exprimieren im
Unterschied zu B-Zellen, die noch keinen Antigenkontakt hatten (naive Zellen) CD27 auf
ihrer Oberflache (nach Agematsu et al. 2000). Dies ermoglicht die Unterscheidung der beiden

Populationen.

2.1.6.1 Subpopulationen von B-Gediichtniszellen

Neben CD27+ finden sich auch kleine Populationen CD27- IgD- Zellen im peripheren Blut.
Diese Zellen haben Klassenwechsel vollfiihrt, hatten also Antigenkontakt, tragen aber kein
CD27 auf ihrer Oberfliache (s. Abb. 1) (Wu et al. 2011).

Obwohl CD27 fehlt, dhneln diese Zellen CD27+ Gedéachtniszellen und werden als CD27-

Gedichtniszellen (CD27- Mem) bezeichnet. Es wird vermutet, dass es sich um erschopfte,
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ehemals CD27+ Gedichtniszellen handeln konnte. Die Funktionen und Eigenschaften dieser

Zellen sind aber noch nicht vollstindig geklart (nach Seifert und Kiippers 2016).

Klassische klassengewechselte Gedichtniszellen (switched memory, Sw Mem) tragen an
Stelle von IgD andere Immunglobulinklassen (IgA, IgE oder IgG) und exprimieren CD27.
Diese Zellen sind IgD-CD27+. Allerdings existieren auch auch IgM+IgD- Gedachtniszellen
(Nur-IgM-Gedéchtniszellen), die bei einer Farbung von IgD und CD27 ebenfalls ins
Kompartiment der [gD-CD27+ Zellen fallen (nach Kurosaki et al. 2015).

Diese Zellen machen nur etwa 5% der peripheren B-Zellen aus. Es ist allgemein akzeptiert,
dass diese Nur-IgM+ Gedichtniszellen eine Keimzentrumsreaktion durchlaufen haben, dabei
jedoch keinen Klassenwechsel vollzogen. Es handelt sich also um reife Gedéchtniszellen

(nach Seifert und Kiippers 2016).

Neben klassengewechselten Gedichtniszellen sind auch Plasmablasten, Plasmazellen und

Nur-IgM+ Gedéchtniszellen (s.u.) IgD- und CD27+ (nach Kurosaki et al. 2015).

2.1.6.2 IgM+IgD+ Memory Zellen

Im peripheren Blut finden sich auch IgD+CD27+ Gedachtniszellen. Diese Zellen tragen im
Unterschied zu Nur-IgM-Gedéchtniszellen neben IgM auch IgD auf ihrer Oberfliche und
werden hier deshalb als IgM+ Gedéchtniszellen (IgM Mem) bezeichnet (Shi et al. 2003). Der
Ursprung IgM/IgD doppelt positiver Gedadchtniszellen ist umstritten: Es ist unklar, ob diese
Zellen die T-Zell abhidngige Keimzentrumsreaktion durchlaufen haben oder nicht.
Moglicherweise handelt es sich um eine heterogene Population. Patienten mit loss-of-function
Mutationen des fiir den Klassenwechsel notwendigen CD40L entwickeln auch IgM+IgD+
Gedichtniszellen, wenn auch nur in geringer Menge. Dies spricht dafiir, dass zumindest ein
Teil der IgM+IgD+ Gedéchtniszellen sich unabhidngig von der Keimzentrumsreaktion
entwickelt, weil diese T-Zell abhidngige Signale wie CD40L bendtigt (s.0.). Die starke
Reduktion der IgM+IgD+ Gedéchtniszellen, und die Beobachtung dass diese Zellen und IgG+
Gedéchtniszellen dhnliche Funktionen haben und beide in die Keimzentrumsreaktion eintreten
konnen, spricht wiederum fiir eine Keimzentrumsabhingigkeit. Des Weiteren weisen diese
Zellen in dhnlichem Mafle wie IgG+ Gedéchtniszellen Mutationen von BCL6 auf. Weil die
activation-induced cytidine deaminase (AID) und ihr Ziel BCL6 nur in Keimzentrumszellen

co-exprimiert werden, spricht dies ebenfalls fiir einen Keimzentrumsursprung (s. Abb. 1/graue
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Pfeile) (Seifert und Kiippers 2016). IgM Mem Zellen produzieren hochaffine Antikérper der
Klasse IgM, die eine wichtige Rolle in der frithen Phase von Infektionen spielen (Shi et al.
2003). Weil Phéanotyp und Gen-Profil von IgM Mem Zellen dem von MZ-B-Zellen stark
dhneln, wird angenommen, dass es sich bei IgM Mem Zellen um das im Blutkreislauf

zirkulierende Gegenstiick zu den MZ-B-Zellen der Milz handelt (Weller et al. 2004).

2.1.6.3 Plasmablasten und Plasmazellen

Aktivierte B-Zellen konnen zu Gedichtnis- oder sog. Antikorperproduzierenden Zellen
differenzieren. Diese Antikorperproduzierenden Zellen unterscheiden sich in Morphologie,
Gen-Expressionsprofil  und  Lebenserwartung  von  ihren  B-Zell = Vorldufern.
Antikorperproduzierende Zellen umfassen Plasmablasten und Plasmazellen. Plasmablasten
sind kurzlebige, antikdrperproduzierende und teilungsfiahige Zellen. Diese Zellen haben ein
hohes Migrationspotential und entstehen relativ friih nach dem Antigenkontakt.
Dementsprechend dienen diese Zellen primdr der frithen Etablierung einer humoralen
(=Antikorper-vermittelten) Immunitét (nach Nutt et al. 2015). Nach Infektionen kénnen auch
im peripheren Blut CD38/CD27 hochpositive Gedéchtniszellen gefunden werden. Diese
sogenannten stationdren Plasmazellen (steady state plasma cells), werden gemeinhin als

Plasmablasten bezeichnet (nach Caraux et al. 2010).

Plasmablasten konnen keimzentrumsabhédngig und keimzentrumsunabhingig entstehen. Es
wird vermutet, dass Plasmablasten entweder zu Plasmazellen ausdifferenzieren oder zugrunde
gehen. Plasmazellen sind im Gegensatz zu Plasmablasten nicht mehr teilungsfihig. Sie

produzieren und sezernieren Antikorper in grolen Mengen. Plasmazellen wandern nach ihrer

Entstehung ins Knochenmark ein. Dort verbleiben die Zellen dann in sog. | cp19 8-

Nischen, wo sie mit spezifischen Signalen zum Uberleben stimuliert | Lymphozyten
Antigen) dient als
Pan-B-Zell Marker
dienen (nach Nutt et al. 2015). und bildet einen

werden und somit der Erhaltung der humoralen Langzeitimmunitét

Komplex mit CD21

Im  Zuge der Differenzierung  aktivierter = B-Zellen  zu | (Komplement-
Rezeptor 2) und
CD81, der als Co-
Rezeptor fiir den B-

antikdrperproduzierenden Zellen regulieren die Zellen den Pan-B-Zell
Marker CD20 herunter und beginnen CD138 zu exprimieren. Wéhrend

Plasmablasten CD20 in in geringem Malle exprimieren, zeigen | Zell Rezeptor
fungiert (nach

Plasmazellen keine CD20 Expression mehr. Sowohl Plasmablasten als
Murphy et al. 2016).
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auch Plasmazellen exprimieren weiterhin CD19 (nach Jego et al. 2001).
2.1.7 CD21low Zellen

Neben den beschriebenen Populationen finden sich im peripheren Blut auch Zellen, die keiner
Differenzierungsstufe klar zugeordnet werden konnen. Ein Teil der B-Zellen des peripheren
Blutes exprimiert kein CD38 und CD21 in nur sehr geringem Malle. Diese B-Zellen werden
als CD2llow B-Zellen bezeichnet. CD21 bildet gemeinsam mit CD19 und CDS81 einen
Komplex, der als Co-Rezeptor fiir den B-Zell Rezeptor fungiert. CD21 kann Fragmente des
Komplementsystems binden. Aullerdem kann an der Zelloberfliche vorkommendes CD21
proteolytisch abgeschnitten und abgeworfen werden. Die Expression von CD21 wird nach der
Aktivierung von B-Zellen herunterreguliert. CD21low Zellen tragen kein CD38, dafiir aber
andere Aktivierungsmarker wie CD69, CD80 und CD86 auf ihrer Oberfldche. Gleichzeitig
tragen diese Zellen auch inhibitorische Rezeptoren auf ihrer Oberfliche. CD21low Zellen
haben zum Grofteil eine somatische Hypermutation durchlaufen und werden deshalb zu den
reifen Gedéchtniszellen gezdhlt. Allerdings exprimiert nur ein Teil der Zellen den
Gedichtniszell-Marker CD27. Bei in-vitro Stimulation iiber den B-Zell Rezeptor kénnen die
Zellen nur in geringem Male zur Proliferation aktiviert werden. Trotzdem fiihrte die
Stimulation mit T-Zell abhéngigen Signalen in vitro zur Differenzierung zu Plasmazellen

(nach Thorarinsdottir et al. 2015).

2.2 Extrazellulires ATP als Gefahrensignal

ADP/AMP Adenosin

Q\/ S g

Inosin
P1-Rezeptoren

P2X-Rezeptoren

Abbildung 2: Ubersicht iiber die extrazelluliire ATP- Signalkaskade
Extrazelluldres ATP kann iiber P2-Rezeptoren aktivierend auf Immunzellen
wirken oder mit Hilfe der Ektoenzyme CD39 und CD73 zu Adenosin hydrolysiert
werden. Adenosin kann iiber P1-Rezeptoren inhibierend auf Immunzellen wirken.

Wenn Zellen Stress ausgesetzt, nekrotisch werden oder in Apoptose gehen, wird das aus dem

Energiestoffwechsel bekannte Adenosin-Triphosphat (ATP) iiber Pannexin-1 Kanéle in der
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Zellmembran aus dem Intrazelluldrraum freigesetzt. Lymphozyten tragen Rezeptoren, die in
der Lage sind dieses archaische Gefahrensignal zu detektieren: Die sog. P2-Rezeptoren. P2-
Rezeptoren binden extrazellulires ATP und tragen zur Aktivierung der entsprechenden
Immunzelle bei (Cekic und Linden 2016). Extrazellulires ATP kann alternativ {iber
extrazellullire, membrangebundene Enzyme hydrolysiert werden: Die NTPDase-1 (CD39)
hydrolysiert extrazellulires ATP und ADP. Das dabei entstthende AMP kann vom
Ektoenzym 5’-Nukleotidase (CD73) weiter zu Adenosin hydrolysiert werden. Wahrend T-
Zellen i.A. entweder CD39 oder CD73 exprimieren, co-exprimieren etwa 50% der B-Zellen
beide Enzyme auf ihrer Oberfldche. Somit sind B-Zellen in der Lage extrazelluldres ATP in
Adenosin umzuwandeln, welches dann iiber die sog. P1-Rezeptoren seine Wirkung vermitteln
kann (nach Cekic und Linden 2016; Schena et al. 2013). Bei den P1-Rezeptoren handelt es
sich um vier G-Protein gekoppelte Rezeptoren (A1-R, A2A-R, A2B-R und A3-R). Im Zuge
der Aktivierung von Immunzellen werden die Rezeptoren A2A und A2B hochreguliert, die
bei Bindung von extrazellulirem Adenosin die intrazelluldre Protein-Kinase-A (PKA)
aktivieren. Als Folge dieser Signalkaskade kommt es zu einer Hemmung der Aktivierung der
entsprechenden Zelle. Zur Beendigung des Signals kann extrazelluldres Adenosin entweder in
den Intrazellularraum geschleust oder iiber die Adenosin-Deaminase (ADA) extrazelluldr zu
Inosin abgebaut werden (s. Abb. 2). Zusammenfassend stimuliert freigesetztes ATP als
Gefahrensignal Immunzellen, wahrend das aus der Hydrolyse von ATP hervorgehende

Adenosin supprimierend auf Immunzellen einwirkt (nach Cekic und Linden 2016).

Neben den Ektoenzymen CD39 und CD73 exprimieren B-Zellen auch PI1- und P2-
Rezeptoren. Somit kann extrazelluldres ATP B-Zellen stimulieren, nach der extrazelluldren
Hydrolyse aber auch supprimierend wirken. Inzwischen konnte ein auf dieser Achse
basierender autokriner Stimulationsmechanismus in B-Zellen identifiziert werden: Humane
naive und IgM-Mem B-Zellen setzen in vitro nach Stimulation des B-Zell Rezeptors bei
gleichzeitiger Stimulation von Toll-like-Rezeptoren ATP frei. Das intrazelluldr in Calcium-
sensitiven Vesikeln gespeicherte Nukleotid wird durch Exozytose in den Extrazellularraum
entlassen, wo es von CD39 und CD73 zu Adenosin umgesetzt werden kann. Diese Achse
vermittelte in vitro bei gleichzeitiger Stimulation von B-Zellen mit 16slichen Stimuli den
Klassenwechsel. B-Zellen von Patienten mit chronisch-variabler Immundefizienz (CVID)
zeigten eine signifikant verminderte Expression von CD73 im Vergleich zu B-Zellen von
gesunden Spendern. Des Weiteren konnten die B-Zellen dieser Patienten in vitro signifikant
schlechter zum Klassenwechsel stimuliert werden als B-Zellen von gesunden Spendern. Auch

isolierte CD73-negative B-Zellen konnten in vitro nur in deutlich geringerem Mafle zum
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Klassenwechsel stimuliert werden als CD73+ B-Zellen (Schena et al. 2013). Es konnte
gezeigt werden, dass die Inkubation von B-Zellen mit P1-Rezeptor-Agonisten die
Proliferation der Zellen supprimiert, was durch eine Blockade des A3R auf B-Zellen zum Teil

riickgdngig gemacht werden konnte (Saze et al. 2013).

Infektionen mit dem humanen Immundefizienz Virus (HIV) wirken sich auf die
Zusammensetzung des peripheren B-Zell Pools aus (nach Moir und Fauci 2013). Weil die
oben beschriebene CD39-CD73-Adenosin-Achse zusétzlich eine Rolle in der durch CD39+
regulatorische T-Zellen vermittelten Hemmung von T-Zellen und dem Fortschreiten der
AIDS Erkrankung spielt (Nikolova et al. 2011), wurden in dieser Arbeit auch periphere
Blutproben von  behandelten und unbehandelten HIV  Patienten  analysiert.
Extrazelluldres Adenosin spielt also wahrscheinlich eine wichtige Rolle in der Regulation der

Funktionalitdat von B-Zellen in Gesundheit und Krankheit.
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3. Material und Methoden

3.1 Probenbeschaffung

40 EDTA Blutproben peripheren Blutes wurden anonymisiert aus der Blutbank des
Universitétsklinikums Eppendorf entnommen und als gesunde Kontrollkohorte untersucht.
Des Weiteren wurden EDTA Patienten-Blutproben, die in das Immundiagnostik Labor des
Universitétsklinikums Eppendorf zur Phinotypisierung eingesandt wurden, pseudonymisiert
untersucht. Darunter waren 242 Proben, die zur Charakterisierung der B-Zell-Differenzierung,
und 50 Proben von HIV-Patienten, die zur Erhebung des Lymphozytenstatus eingesandt
worden waren. Zur Erarbeitung des Panels wurde auf EDTA Blutproben von gesunden
Spendern aus dem Institut fiir Immunologie zurlickgegriffen, die eine Einverstdndniserklarung

nach erfolgter Aufklarung unterschrieben haben.

3.2 Immunphinotypische Analyse und intrazellulire Firbung

Mindestens 100ul EDTA Vollblut wurden in ein 5Sml BD Falcon Tube (BD, Heidelberg,
Germany) gegeben. Nachdem die Proben zwei mal mit 3ml DPBS (Life Technologies,
Carlsbad, USA) + 0,1% Bovine Serum Albumin (BSA, Sigma Aldrich, St. Louis, USA)
gewaschen und abzentrifugiert wurden, folgte die Inkubation mit maximal 8 ausgewéhlten
Fluorochrom-gekoppelten Antikdrpern gegen extrazelluldre Antigene (sieche Tabelle 1 unten)
in zuvor titrierten Konzentrationen und 50ul BD Horizon Staining Buffer (BD, Heidelberg,
Germany). Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten bei 4°C im dunklen wurde ein zweites
mal mit 1ml BD Lysing Solution (BD, Heidelberg, Germany) zur Lyse von Erythrozyten und
Fixation fiir 15 Minuten im dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Danach folgte ein
weiterer Waschschritt mit 3ml DPBS/0,1% BSA. Nach der anschliefenden Zentrifugation
wurden die Zellen abdekantiert und auf Eis im Dunkeln bis zur Messung gelagert. Diese Zeit
betrug maximal 2 Stunden. In einigen Fillen wurden mehr als 100ul EDTA Vollblut nach
dem beschriebenen Protokoll verarbeitet, um bei der spiateren Messung groflere Zellzahlen

erreichen zu konnen.

Fiir die Farbung des intrazelluldren Antigens bcl-2 wurde die Zellsuspension nach dem letzten
Waschschritt fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln mit Iml BD
Fixation/Permeabilization Solution (BD, Heidelberg, Germany) inkubiert. Die nun

permeabilisierten und fixierten Zellen wurden nach einem Waschschritt mit einem Antikorper
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gegen bcl-2 fiir 30 Minuten bei 4°C im Dunklen inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt

wurden die Proben abdekantiert und auf Eis im Dunklen bis zur Messung gelagert.

Die Messung erfolgte mit einem BD FACS Canto II (BD, Heidelberg, Germany). BD
FACSDIVA™ (Version 8.0.1) (BD, Heidelberg, Germany) wurde zur Einstellung von
Parametern und zur Uberwachung der Messung genutzt. Die erzeugten Daten wurden als

Dateien im Format .fcs exportiert.

Tabelle 1: Ubersicht iiber die verwendeten Antikorper fiir FACS Fiirbungen

Klon Spezies Antigen Fluorochrom Hersteller

HI30 Maus CD45 APC.Cy7 Biolegend (San Diego, CA, USA)
HIB-19 Maus CD19 APC.Cy7 Biolegend (San Diego, CA, USA)
[1A6-2 Maus IgD BV510 Biolegend (San Diego, CA, USA)
M-T271 Maus CD27 BV421 Biolegend (San Diego, CA, USA)
MLS5 Maus CD24 PerCp.Cy5.5 Biolegend (San Diego, CA, USA)
HIT2 Maus CD38 FITC Biolegend (San Diego, CA, USA)
Bu32 Maus CD21 PE Biolegend (San Diego, CA, USA)
Bu32 Maus CD21 PE.Cy7 Biolegend (San Diego, CA, USA)
AD2 Maus CD73 PE Biolegend (San Diego, CA, USA)
AD2 Maus CD73 APC Biolegend (San Diego, CA, USA)
HIB-19 Maus CD19 PE.Cy7 Biolegend (San Diego, CA, USA)
HI10a Maus CD10 APC Biolegend (San Diego, CA, USA)
MHM-88 Maus IgM PE Biolegend (San Diego, CA, USA)
L17F12 Maus CD5 PE Biolegend (San Diego, CA, USA)
Al Maus CD39 PE.Cy7 Biolegend (San Diego, CA, USA)
L1243 Maus HLA-DR | PE Biolegend (San Diego, CA, USA)
UIC2 Maus CD243 APC eBioscience (San Diego, CA, USA)
100 Maus Bcl-2 PE Biolegend (San Diego, CA, USA)
HIB19 Maus CD19 APC.Cy7 Biolegend (San Diego, CA, USA)

3.3 Grundprinzip der Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie basiert auf der Bestrahlung einzelner Partikel (meist Zellen) mit
monochromatischen Lasern definierter Wellenldngen. Diese Bestrahlung resultiert in einer
Streuung des monochromatischen Lichts, was eine Aussage iiber Grof8e und Granularitit der
Zellen erlaubt. Hat eine Zelle einen oder mehrere fluoreszierende Farbstoffe gebunden,

konnen diese durch den entsprechenden monochromatischen Laser angeregt und zur Emission
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von Licht einer anderen Wellenldnge bewegt werden. Durch Spiegelung und Filterung des
emittierten Lichts, kann dieses auf Detektoren umgeleitet und erfasst werden. Zur
Vorbereitung der Messung wird eine intra- oder extrazellulire Farbung (siehe oben)
durchgefiihrt. Hierbei binden Fluorochrom-gekoppelte Antikorper ihre Antigene auf den
Zellen. Die Zellsuspension wird im Durchflusszytometer mit Hilfe einer Tragerfliissigkeit und
Druckluft angesaugt und in einem laminaren Strom inmitten der Tragerfliissigkeit zu einem
Einzelzellstrom verdiinnt. Auf diese Weise kann jede Zelle einzeln von einem oder mehreren
Lasern bestrahlt und analysiert werden. Auch unmarkierte Zellen streuen das Licht des
Lasers. Hierbei kommt es sowohl zu einer Streuung des Lichts in Strahlungsrichtung
(Forwardscatter, FSC), als auch zu einer Streuung des Lichts in einem Winkel von 90°
(Sidescatter, SSC). Die FSC lésst eine Aussage iiber die Grofle der Zellen zu, wihrend die
SSC als MaB fiir die Granularitit der Zellen dient. Wird ein an Antikorper gekoppeltes
Fluorochrom (Fluoreszenzfarbstoff) von einem monochromatischen Laser der passenden
Wellenldnge angeregt, emittiert der Farbstoff Licht eines charakteristischen
Wellenldangenspektrums. Dieses emittierte Licht wird durch Filter und Spiegel umgeleitet und
trifft schlieBlich auf einen Detektor. Die Detektoren sind in der Lage Licht bestimmter
Wellenldngen zu erfassen und dessen Intensitdt zu quantifizieren (sog. Fluoreszenzintensitit,
einheitslos). Die Intensitdt des emittierten Lichts erlaubt eine Aussage iiber die Hohe der
Expression des Zielantigens. Da die Fluoreszenzintensitit u.a. von der Menge des
zugegebenen Antikorpers und der Energie der Laser abhdngt und beides zwischen
unterschiedlichen Messungen variieren kann, ist die Fluoreszenzintensitdt unterschiedlicher
Experimente nur bedingt vergleichbar. Zu Beginn wird die Analyse auf Zellen eingegrenzt
(gegatet), deren GroBe (FSC) und Granularitit (SSC) der Zellpopulation von Interesse
entsprechen. Danach wird die Forwardscatter-height (FSC-H) gegen die Forwardscatter-area
(FSC-A) aufgetragen. In diesem Diagramm sind einzelne Zellen nahe der Winkelhalbierenden
zu finden. Durch Gating auf diese Populationen, werden Zelldoubletten von der weiteren
Auswertung ausgeschlossen. AnschlieBend werden die angefdrbten Antigene analysiert

(Luttmann et al. 2014).

Diese konventionelle Auswertung der FACS Daten wurde vollstdndig abgeschlossen, bevor
die Ergebnisse der tSNE/SPADE Analysen vorlagen. Dies erlaubte einen Vergleich der

Ergebnisse der beiden Analysen.
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3.4 Statistische Analyse

Die Durchflusszytrometrie-Daten wurden mit FlowJo Version X, Firma FlowJo LLC
(Ashland, Oregon, USA) ausgewertet und in Tabellen exportiert. Die darauf folgende
statistische Analyse wurde mit GraphPad Prism 5, Firma GraphPad Software Inc. (La Jolla,
CA, USA) durchgefiihrt. D’Agostino und Pearson omnibus Normalititstests wurden vor der
weiteren Analyse ausgefiihrt, um zu ermitteln, ob die Datensdtze normalverteilt sind.
Normalverteilte Daten wurden mit dem einfachen ANOVA und dem Tukey Post Test auf
signifikante Unterschiede getestet. Nicht normalverteilte Daten wurden mit dem einfachen

ANOVA und Kruskal-Wallis und Dunns Post Test getestet.

Alle Graphen sind als Mittelwert mit dem Standardfehler des Mittelwertes gezeigt.

P-Werte kleiner oder gleich 0,05 wurden als signifikant angesehen.

3.5 T-SNE

Fiir die Analyse mit tSNE wurden alle FACS Dateien von Spendern auf die gleiche Anzahl an
Zellen reduziert. Da die kleinste FACS Datei diese Zellzahl bestimmte, wurden FACS
Dateien mit geringen Zellzahlen (<8400 B-Zellen) aus der Analyse ausgeschlossen. Deshalb
gingen nur insgesamt 19 von 20 erhobenen HD IgM Dateien und 15 von 20 erhobenen
ART IgM Dateien in die Analyse ein. Die mit tSNE und SPADE untersuchten Kohorten
entsprachen nicht den mit dem konventionellen Gating untersuchten Kohorten (gleiche
Einschlusskriterien, aber Blutproben von anderen Individuen). Des Weiteren wurde bei der
FACS Fiarbung fiir die hier untersuchten Daten im Unterschied zum B-Zell Panel (s.0.) der
Marker CD45 durch den Marker IgM ersetzt. Diese Daten wurden mit Hilfe des
Dimensionsreduktionsalgorithmus t-Distributed Stochastic Neighbor Embedding (t-SNE)
maschinell und damit objektiv untersucht. Diese Methode erlaubt die Darstellung
hochdimensionaler Daten im zwei- oder dreidimensionalen Raum. Wihrend der FACS-
Analyse wird fiir jede einzelne Zelle die Fluoreszenzintensitit fiir jede zu messende
Fluoreszenzfarbe detektiert. Nach Farbung und Analyse von Proben, deren n Zellen mit acht
Fluorochrom-gekoppelten Antikorpern inkubiert wurden, liegt also eine Matrix mit n Zeilen
und acht Spalten vor. Jede Zelle kann also in einem theoretischen acht-dimensionalen Raum
aufgetragen werden. T-SNE reduziert diese Dimensionen, indem jeder Zelle eine Position im

resultierenden zwei- oder dreidimensionalen Raum zugeordnet wird. Die Position im Raum
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wird so berechnet, dass sich in allen Dimensionen &dhnelnde Zellen in Nachbarschaft
angeordnet werden. Die daraus resultierende Abbildung kann nun nach Dichte (Anzahl der
Zellen pro Flache/Raum) oder nach Fluoreszenintensitdt eines bestimmten Kanals farbkodiert
dargestellt werden. Fiir eine detailliertere Beschreibung der Methode siehe (Van Der Maaten

und Hinton 2008; Van der Maaten 2014).

Fiir die Analyse wurden die Programmiersprache R (R Development Core Team 2008) und
das Paket Rtsne (Krijthe 2015) verwendet. Um die t-SNE-Graphen aller Donoren besser
vergleichen zu konnen, wurden die FCS-Dateien der einzelnen Spender zunéchst pro Gruppe
zusammengefligt und beide Gruppen wurden per Zufallsauswahl auf eine gleiche Anzahl an
Zellen (125.970) reduziert. AnschlieBend wurden die reduzierten Daten beider Gruppen
zusammengefligt und die Funktion Rtsne wurde, parametrisiert mit Perplexitit = 100 und
Anzahl der Iterationen = 4000, ausgefiihrt. Nach Beendigung der Analyse wurden die
Gruppen wieder separiert und sowohl nach Fluoreszenzintensitét farbcodierte als auch Dichte-

Graphen beider Gruppen wurden erstellt.

3.6 SPADE

Bei spanning-tree progression analysis of density-normalized events, kurz SPADE, handelt es
sich um eine Methode zur Analyse hochdimensionaler Datensétze, die darauf ausgelegt ist
selbststindig eine Hierarchie innerhalb des eingepflegten Datensatzes zu finden und
darzustellen. SPADE betrachtet die Daten als hochdimensionale Punktwolke und nutzt
topologische Methoden um die Geometrie der Wolke aufzudecken. Die Analyse setzt sich
hierbei aus vier aufeinanderfolgenden Schritten zusammen. Zuerst wird die Datenwolke
dichteabhidngig verkleinert, damit héufige und seltene Zellpopulationen gleichméaBig
reprasentiert werden. Dieser Schritt erlaubt SPADE auch kleine Zellpopulationen zu
entdecken. Danach nutzt SPADE agglomeratives Clustering, um Zellgruppen (cluster) zu
identifizieren, die sich in ithrem Phéinotyp &hneln. Als nidchstes wird aus diesen Zellclustern
ein minimaler Spannbaum erzeugt. Dieser verbindet alle Cluster mit minimaler Gesamt-
Kantenldnge, sodass dhnliche Cluster liber wenige Kanten verbunden beieinander liegen. Im
letzten Schritt wird jede Zelle der nicht reduzierten Daten demjenigen Cluster zugeordnet,
dessen Phinotyp sie am meisten dhnelt. Auf diese Weise ordnet SPADE die Datenpunkte
(Zellen) objektiv nach Ahnlichkeit des Phinotyps in Cluster und setzt diese Cluster

hierarchisch in Beziehung zueinander. Fiir Details des Algorithmus siehe (Qiu et al. 2011).
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Fiir die vorliegende Arbeit wurde zunichst mittels des R-Pakets spade (Linderman et al.
2018) und dem Parameter Clusteranzahl = 30 der SPADE-Baum aus denselben per
Zufallsauswahl reduzierten Daten, die auch fiir die t-SNE-Analyse verwendet wurden, erstellt.
Die weiterfilhrende Analyse wurde mit Hilfe verschiedener, leicht angepasster Funktionen,
des R-Paketes SPADEVizR (Gautreau et al. 2017) durchgefiihrt, welches neben einer
anschaulichen graphischen Darstellung der Ergebnisse, auch vergleichende Analysen

zwischen den eingepflegten Kohorten erlaubt.
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4. Ergebnisse

4.1 Architektur und Anwendung des erarbeiteten B-Zell Panels

Laser Violetter Laser (405nm) [ BhuerlasercsSom [ Roter Laser (640nm) |
Fluorochrom BD Horizon Briliant™ Violet 421§ BD Horizon Briliant™ Violet 510 FITC PE PerCP-Cy™S5.5 | PE-Cy™7] APC | APC-Cy™7
Antigen CD27 IgD CD38 CD21 CD24 CDI19 CD73 CD45

Abbildung 3: Aufbau des erarbeiteten FACS Panels zur Analyse von B-Zell Subpopulationen
Das Firbepanel setzt sich aus acht Antikérpern zusammen, die an unterschiedliche Fluorochrome gekoppelt sind. Die

Antikorper binden die Antigene CD27, IgD, CD38, CD21, CD24, CD19, CD73 und CD45.

Zur Erarbeitung des FACS Panels zur Analyse von B-Zell Subpopulationen wurden EDTA
Blutproben von gesunden Spendern aus dem Institut fiir Immunologie verwendet. Die
Probefiarbungen werden hier nicht gezeigt. Der Begriff Panel meint die Kombination der fiir
jede Farbung verwendeten Antikorper. Das finale Panel (s. Abb. 3) setzte sich aus insgesamt
acht Antikorpern zusammen, die je ein Antigen binden und an acht unterschiedliche

Fluorochrome gekoppelt waren.

Das Panel umfasste neben Antikérpern gegen sieben Antigene, die zur Differenzierung von
relevanten B-Zell Subpopulationen dienten, auch das Antigen 5’-Nukleotidase (CD73).
CD73 wird bisher nicht routinemdBig zur Identifizierung klinisch relevanter B-Zell
Subpopulationen genutzt. Es wurde in unser Panel eingeschlossen, weil es alte
Beobachtungen gab, dass die Expression von CD73 auf B-Zellen von Patienten mit CVID
vermindert ist (Johnson et al. 1977; Edwards et al. 1978), und in einer kiirzlich erschienen
Arbeit die Enzymaktivitit von CD73 mechanistisch mit dem Immunglobulin Klassenwechsel

in Verbindung gebracht worden war (Schena et al. 2013).

Eine FACS Analyse mit den oben gezeigten Antikorpern erlaubte neben der Identifikation
von B-Zellen in Proben peripheren Blutes, auch die weitere Unterteilung dieser. Die

Aufteilung der Populationen wird in Abbildung 4 dargestellt.
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Abbildung 4: Unterteilung der unterschiedlichen Subpopulationen von B-Zellen

Veranschaulichung der angewendeten Gating Strategie anhand einer FACS Analyse der Probe eines gesunden Spenders. (A)
Alle im FACS erfassten Ereignisse (Zellen) wurden nach GroBe und Granularitét aufgetragen, was eine Identifikation (=
Gating) von Lymphozyten erlaubte. (B) Einzelne Zellen wurden auf der Winkelhalbierenden zwischen FSC-Fliache (FSC-A)
und FSC-Hohe (FSC-H) erfasst. (C) CD45" Lymphozyten wurden erfasst. (D) Aus den Lymphozyten wurden CD19" B-
Zellen ausgewihlt. (E) Bei der Darstellung der CD73 Expression als Histogramm zeigte sich, dass B-Zellen in CD73" und
CD73- Zellen unterteilt werden konnten. (F) Wurden B-Zellen fiir CD21 und CD38 aufgetragen, zeigte sich eine CD21-
niedrig-exprimierende CD38- Population, sog. CD21low Zellen. (G) Plasmablasten waren hochpositiv fiir die Marker CD27
und CD38. (H) B-Zellen lieBen sich mit der Markerkombination CD27 und IgD in vier Subpopulationen unterteilen:
IgD*CD27* (Naive), [gD"CD27* (IgM Mem), IgD-CD27* (Sw Mem) und IgD-CD27- (CD27- Mem). (I) Naive Zellen
konnten mittels CD24 und CD38 u.a. in transitionale B-Zellen (TransB) (CD24"CD38") und reife Naive (MatNa)
(CD24lowCD38low) unterteilt wurden. (J) TransB konnten weiter in CD21 niedrige (T1) und CD21 hohe (T2) Zellen
aufgeteilt wurden. (K) Um ausschlieBlich reife Naive (MatNa) Zellen zu erfassen, wurden CD21low Zellen ausgeschlossen.

Ubrig blieben bereinigte MatNa Zellen (MatNa clean).

Die gemessenen Zellen wurden mit Hilfe der FSC und SSC auf einzeln gemessene Zellen
reduziert, die in GréBe und Granularitit Lymphozyten entsprechen. Nachdem mit Hilfe des
Markers CD45 die Lymphozyten rein dargestellt wurden, konnten die B-Zellen anhand ihrer
Expression von CDI19 identifiziert werden (s. Abb. 4/A-D). Bei Betrachtung der
unterschiedlichen angefarbten Marker wurde klar, dass die B-Zellen des Blutes in weitere

Subpopulationen unterteilt werden konnten.
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Tragt man alle CD45°CD19" B-Zellen fiir IgD gegen CD27 auf, zeigten sich vier
Subpopulationen, die unterschiedlichen reife und Differenzierungsgraden von B-Zellen
entsprechen (s. Abb. 4/H; vgl. Abb. 1). CD45"CD19*IgD*CD27- Zellen wurden als Naive
Zellen bezeichnet. Naive Zellen konnten in weitere Subpopulationen unterteilt werden (s.u.).
IgD"CD27" Zellen wurden als IgD"IgM* Gedachtniszellen (IgM Mem) bezeichnet. Dass diese
Zellen, wie in der Literatur beschrieben, neben IgD auch IgM exprimieren, konnte in
Probefiarbungen mit IgM bestitigt werden (Daten nicht gezeigt). Bei IgD'CD27" Zellen
handelte es sich grofitenteils um klassengewechselte B-Zellen (Sw Mem). Dieses
Kompartiment enthielt neben Plasmablasten und Plasmazellen auch einige wenige IgM IgD-
sog. nur-IgM Gedichtniszellen (Daten nicht gezeigt). Bei IgDCD27  Gedichtniszellen
(CD27- Mem) handelte es sich um reife Gedéchtniszellen, die den Marker CD27 nicht
exprimierten. Es wird vermutet, dass es sich hierbei um erschopfte, ehemals CD27"

Gedichtniszellen handelt.

Tragt man naive B-Zellen eines gesunden Spenders fiir CD24 gegen CD38 auf, zeigte sich,
dass naive Zellen neben CD24niedrigCD38niedrie exprimierenden reifen naiven Zellen (MatNa)
auch unreife transitionale (TransB) Zellen umfassen (Abb. 4/I) (Capolunghi et al. 2008).
TransB waren CD24"CD38" und konnten anhand ihrer CD21 Expression weiter in T1
(CD21riedrigy ynd T2 (CD21ho¢h) Zellen unterteilt werden, die aufeinanderfolgende Reifegrade
widerspiegelten (Abb. 4/J) (Sims et al. 2005). Reife Naive (MatNa) Zellen enthielten einige
CD21°"CD38" Zellen (s.u.). Nach Ausschluss dieser Population blieben ausschlieBlich
CD45"CD19IgD"CD27-CD24lowCD38lowCD21" bereinigte reife Naive Zellen (MatNa
clean) iibrig (Abb. 4/K). Diese stark eingegrenzte Population diente uns zum Vergleich der

CD73 Expression auf reifen Naiven Zellen zwischen unterschiedlichen Kohorten (s.u.).

B-Zellen, die CD21 niedrig und kein CD38 exprimierten, wurden als CD21low Zellen
bezeichnet (Abb. 4/F). Hierbei handelte es sich wahrscheinlich um reife Gedéchtniszellen,
iiber deren Funktion und Zusammensetzung noch Uneinigkeit herrscht (vgl. Abschnitt 2.1.7)

(nach Thorarinsdottir et al. 2015).

Plasmablasten konnten innerhalb der CD45"CD19" B-Zellen identifiziert werden, wenn diese
fiir CD27 und CD38 aufgetragen wurden: Plasmablasten sind als Gedachtniszellen CD27"
und tragen CD38 in hoher Dichte auf ihrer Oberfldche (Abb. 4/G) (nach Nutt et al. 2015).

Insgesamt ermoglichte das erarbeitete Panel also die Identifikation unterschiedlichster B-Zell

Subpopulationen aus peripheren Blutproben.
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Tabelle 2: Ubersicht iiber die erfassten Kohorten

Kohorte (Kiirzel) Gemessene Anzahl Anteil Anteil Alter
Parameter Frauen Miinner @ (Durschnitt mit Min.
und Max.)
in Jahren
Gesunde Spender (HD) B-Zell Panel 39 40% 60% 36,35 (19-65)
Mit IgM gemessene (n=20) und
gesunde Spender abgewandeltes
(HD_IgM) B-Zell Panel
(IgM statt
CD45) (n=19)
Antiretroviral therapierte = B-Zell Panel 35 22,2% 77,8% 55,0 (21 -179)
HIV positive Patienten (n=20) und
(ART) abgewandeltes
Mit IgM gemessene B-Zell Panel
gesunde Spender (IgM statt
(ART IgM) CD45) (n=15)
Nicht-antiretroviral B-Zell Panel 10 23,1 76,9 42,2 (24 - 69)

therapierte HIV positive

Patienten (viremic)

Patientenkohorte aus B-Zell Panel 242 49,8% 59,2% 24,14 (0,01-81,19)
Lymphozytenphéanotypisi

erungen (Pat)

Patienten mit chronisch- = B-Zell Panel 50 36% 64% 21,12 (0,66-67)
variabler

Immundefizienz (CVID)

Insgesamt konnten 292 Proben von Spendern nach dem oben beschriebenen Protokoll verarbeitet und analysiert werden.
Folgende Kohorten haben sich ergeben: Gesunde Spender (kurz: HD, n=20), Antiretroviral therapierte HIV positive Patienten
(kurz: ART, n=20), Nicht-antiretroviral therapierte HIV positive Patienten (kurz: viremic, n=10) und eine inhomogene
Patientenkohorte aus Proben, die zur Lymphozytenphénotypisierung eingesandt wurden (kurz: Pat; n=242). Flle innerhalb

der Pat-Kohorte, die CVID diagnostiziert haben, wurden als CVID bezeichnet (n=50).

Die erfassten Spender-Kohorten sind in Tabelle 1 dargestellt. Neben 242 Patientenproben, die
zur B-Zell-Phénotypisierung eingesandt wurden, konnten auch Proben von insgesamt 45 HIV
infizierten Patienten und von 39 gesunden Spendern untersucht und in die finale Auswertung
aufgenommen werden. Es ist anzumerken, dass das erarbeitete Panel bei einer Messung leicht
abgewandelt wurde: Fiir die Messung von 19 gesunden Spendern (HD IgM) und 15 ART
Patienten (ART IgM) wurde der anti-CD45 Antikorper durch einen Antikorper gegen IgM
ersetzt. Sowohl HD IgM, als auch die ART IgM Kohorte wurden zum Zwecke der

26



Vergleichbarkeit nur fiir die bioinformatische Analyse mit tSNE und SPADE verwendet und
aus der subjektiven konventionellen Analyse ausgeschlossen. Einige Patientenproben und
Proben von HIV infizierten Patienten ohne Therapie wurden nicht in die Analyse
aufgenommen, weil zu wenige B-Zellen fiir eine valide Auswertung in den FACS Dateien
enthalten waren (unter 1000 Zellen). Die in Tabelle 1 gezeigten Kohorten umfassten nur
Patienten, die auch tatsichlich in die finale Analyse aufgenommen wurden. Mangels
Verfligbarkeit von passenden Daten zum Zeitpunkt der Blutentnahme, musste auf eine

Auswertung der Viruslast und CD4-Zellzahl der HIV-Patienten verzichtet werden.

Der Anteil an Frauen bzw. Ménnern variierte zwischen den Kohorten, weshalb eine Analyse
von Geschlechtereinfliissen auf die Verteilung der unterschiedlichen B-Zell Subpopulationen
innerhalb der Patientenkohorte durchgefiihrt wurde (s. Abb. 25). Es ergaben sich keine
signifikanten Einfliisse des Geschlechtes auf die Anteile unterschiedlicher B-Zell
Subpopulationen, weshalb das Geschlecht in den folgenden Auswertungen nicht ndher

betrachtet wurde.

4.2 Der Anteil von CD19* B-Zellen an Lymphozyten im peripheren Blut fillt mit

zunehmendem Alter ab

Auf Grund der hohen Stichprobengrofle der Patientenkohorte aus
Lymphozytenphénotypisierungs-Anfragen wurde diese Kohorte gemil Literatur (Morbach et
al. 2010) fiir Analysen zum Einfluss des Lebensalters in unterschiedliche Altersgruppen
unterteilt (s. Abb. 5). Vergleicht man nun den Anteil der CD19" B-Zellen an den CD45*
Lymphozyten, so fallt auf, dass der Anteil CDI19" B-Zellen im Sduglingsalter mit
durchschnittlich 23,76% signifikant hoher lag als bei Patienten im Alter von 50 oder mehr
Lebensjahren (Durchschnitt: 9,02%) (s. Abb. 5/A). Insgesamt fiel der Anteil der B-Zellen bis
zum Jugendalter kontinuierlich ab. Ab dem Jugendalter stellte sich ein Plateau ein: Im Alter
von iiber 11 Jahren lag der Anteil an B-Zellen relativ stabil bei im Mittel 12,3 bis 9,02% (s.
Abb. 5/A).

Bei gesunden Spendern lag der Anteil an B-Zellen bei im Durchschnitt 12,9%. Vergleicht
man nun den Anteil an B-Zellen der unterschiedlichen Patientenkohorten mit dem von

gesunden Spendern, so zeigten sich keine signifikanten Unterschiede (s. Abb. 5/B).
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Abbildung 5: Der Anteil der CD19+ B-Zellen an den Lymphozyten im peripheren Blut fiillt mit zunehmendem Alter ab
Analyse des Anteils der CD19+ B-Zellen an den CD45+ Lymphozyten in peripheren Blutproben in unterschiedlichen
Altersgruppen der Patientenkohorte aus B-Zell-Phénotypisierungs-Anfragen (Pat, n=242) und Vergleich der
Patientenkohorten chronisch-variable Immundefizienz (CVID, n=50), antiretroviral therapierte HIV Patienten (ART, n=20),
virdmische HIV Patienten ohne Therapie (Viremic, n=10) mit einer Kohorte gesunder Blutspender (HD, n=20). (A) Analyse
nach Altersgruppen innerhalb der ,Pat” Kohorte. (B) Vergleichende Analyse des Anteils von B-Zellen zwischen
Patientenkohorten und gesunden Blutspendern.

4.3 Die CD73 Expression von B-Lymphozyten variiert je nach Differenzierungsgrad

Lymphozyten B-Zellen
250K 7 122,9% 77,1%
_ 500 -
200K - ]
1 400 -
< 150K - =
3 ] § 300 -
m -
100K = < 2004
] 12,1% ] |
100 -
) ]
0
3 3 4 5 3 3 4 5
-10° 0 10 10 10 -10° 0 10 10 10
CD19 CD73

Abbildung 6: Ein Anteil humaner B-Zell peripheren Blutes exprimiert CD73
FACS Farbung einer Blutprobe eines gesunden Spenders. Ein Anteil der peripheren B-Zellen tragt das Ektoenzym CD73 auf

seiner Oberfldche.

Bei der Analyse der Blutprobe eines gesunden Spenders zeigte sich, dass periphere B-Zellen
zu einem groflen Anteil CD73" waren (s. Abb. 6). In der Kohorte gesunder Blutspender waren
im Mittel 73,86% der CD45"CD19" Zellen CD73*. Wie bereits oben beschrieben, erlaubte
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das Panel die Unterteilung CD19" B-Zellen in weitere Subpopulationen, deren CD73

Expression im Folgenden genauer analysiert wird.

Vergleicht man den Anteil CD73" Zellen von allen B-Zellen mit den jeweiligen Anteilen der
einzelnen Subpopulationen, so fallen deutliche Unterschiede auf: Wihrend Plasmablasten
beispielsweise kaum CD73" Zellen enthielten, waren fast 80% der CD27- Mem Zellen CD73*
(s. Abb. 7/A). Insbesondere die CD21low Zellen gesunder Spender zeigten eine inhomogene
Verteilung des Anteils CD73% Zellen. Um einen Vergleich des Anteils CD73" Zellen
zwischen unterschiedlichen Kohorten zu ermoglichen, wurde die MatNa clean Population
erarbeitet. Zum Gating dieser Kohorte wurden alle Marker des Panels bis auf CD73 genutzt.
Diese CD45"CD19IgD"CD27-CD24°¥CD38°¥CD21* Population umfasste reife naive B-
Zellen, aus denen CD21'" Zellen ausgeschlossen wurden (s. Abb. 4). Der Anteil CD73"
Zellen unter MatNa clean lag im Mittel bei 89,48 Prozent und variierte unter den gesunden
Spendern nur in geringem Malfle. Lediglich ein einzelner Ausreiler zeigte einen Anteil von

20,70% an CD73" MatNa clean Zellen.

Bei Betrachtung von Subpopulationen unterschiedlicher Differenzierungsgrade fiel ein
Verlauf der CD73 Expression auf: Unreife TransB trugen CD73 im Mittel in geringerem
Mafe auf ihrer Oberfldache als reife MatNa clean Zellen. Zugleich variierte der Anteil CD73*
Zellen unter TransB stark. Reife Naive (MatNa clean) Zellen zeigten den hdchsten Anteil
CD73" Zellen. Populationen, die die Keimzentrumsreaktion durchlaufen hatten (Sw Mem,
CD27- Mem), beherbergten einen geringeren Anteil CD73" Zellen als MatNa clean. Fast
ausdifferenzierte Plasmablasten trugen kaum CD73 auf ihrer Oberfliche (Mittelwert des
Anteils positiver Zellen: 21,71%). Insgesamt zeigte sich im Rahmen der Reifung ein Anstieg
der CD73 Expression von unreifen Zellen zu MatNa clean, der unter weiter differenzierten
Zellen wieder abnahm (s. Abb. 7/A, gestrichelte Linie). Dieser Verlauf zeigte sich noch
deutlicher bei Betrachtung der mittleren Fluoreszenzintensitdt (MFI) fiir CD73 innerhalb der
unterschiedlichen Subpopulationen (s. Abb. 7/B). Die in Abbildung 7 gezeigten Daten wurden

in einem Experiment am gleichen Tag erhoben, was den Vergleich der MFI erlaubte.

Auch ein Teil der IgM Mem waren CD73" (Mittelwert: 55,16%). Bei Betrachtung der MFI
zeigte sich aber, dass diese Expression im Vergleich zu anderen Populationen nur sehr gering
ausgeprigt war (s. Abb. 7/A+B). CD21'°% Zellen zeigten in Bezug auf ihre CD73 Expression
eine dhnliche Verteilung wie IgM Mem Zellen. Da sowohl IgM Mem als auch CD21!°% Zellen
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zugeordnet werden konnten, wurden

keiner Differenzierungsstufe zweifelsfrei

Populationen hier nicht als Teil des Verlaufes der CD73 Expression dargestellt.
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Abbildung 7: B-Zell Subpopulationen unterscheiden sich in ihrer CD73
Expression

Illustration des Anteils CD73+ Zellen und der Fluoreszenzintensitét von
CD73 an unterschiedlichen B-Zell Subpopulationen in Proben gesunder
Spender. (A) Anteil CD73+ Zellen an unterschiedlichen Subpopulationen.
(B) Mittlere Fluoreszenzintensitdt von CD73 in unterschiedlichen B-Zell

Subpopulationen.
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4.4 Die Analyse der CD73 Expression transitionaler B-Zellen deckt eine dritte
Subpopulation transitionaler B-Zellen (T3) auf
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Abbildung 8: Transitionale Zellen waren unter CD73- naiven Zellen
angereichert

FACS Analyse peripheren Blutes gesunder Spender mit Fokus auf den Anteil
transitionaler Zellen in Abhéngigkeit von CD73. (A) Transitionale Zellen sind
unter CD73- B-Zellen angereichert. (B) Transitionale Zellen sind unter CD73-
naiven B-Zellen angereichert, was zum Determinieren der Position des TransB
Gates genutzt wurden kann.

Bei Betrachtung der CD73 Expression unterschiedlicher B-Zell Subpopulationen wurde
ersichtlich, dass TransB CD73 mit hoher Varianz und nur in geringem Mal3e exprimierten (s.
Abb. 7/A+B). Der Anteil von TransB unter CD73" B-Zellen unterschied sich deutlich von
dem unter CD73" B-Zellen: Wihrend TransB unter CD73" B-Zellen angereichert waren,
fanden sich unter CD73" B-Zellen nur einige wenige TransB (s. Abb. 8/A). Setzte man nun
ein Gate auf die IgD*CD27- Naive Zellen und trug sowohl CD73", als auch CD73- Naive B-
Zellen getrennt fir CD24 und CD38 auf, zeigte sich, dass innerhalb der CD73"* naiven B-
Zellen kaum TransB zu finden waren (s. Abb. 8/B). Im Unterschied dazu demarkierte sich
eine Population von TransB innerhalb der CD73" Naiven Zellen (s. Abb. 8/D). Das Gating
von TransB als CD45°CD19IgD"CD27-CD24"*CD38"" Zellen ist subjektiv und ungenau,
wenn die CD247"CD38" von den CD24*CD38" MatNa abgetrennt werden sollen, weil sich
TransB in dieser Darstellung nicht klar von MatNa abgrenzen (s. Abb. 8/C). Die Darstellung
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CD73" naiver Zellen fiir CD24 und CD38 ermdéglichte nun eine objektivere Bestimmung der
Position des TransB Gates, weil sich die Zellen in dieser Darstellung klarer abgrenzten (s.
Abb. 8/D). Diese Position dieses Gates wurde nun zuriick auf alle Naiven Zellen kopiert, um
die Position des TransB Gate festzulegen (s. Abb. 8/C). Diese Gating Strategie wurde in der

gesamten Arbeit fiir die Bestimmung der Position des TransB Gate verwendet.
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Abbildung 9: CD73 markiert eine dritte Subpopulation
transitionaler Zellen

Analyse von Subpopulationen transitionaler Zellen fiir
unterschiedliche Differenzierungsmarker in FACS
Analysen peripheren Blutes gesunder Spender. (A) TransB
konnen mit Hilfe von CD21 und CD73 in drei
Subpopulationen unterteilt wurden: CD2 1niedrigCD73"
(T1,griin), CD21°CD73" (T2, orange) und CD21"CD73*
(T3, blau). Die Gesamtheit der B-Zellen ist zum Vergleich
schwarz dargestellt. (B-E) Die Subpopulationen
unterscheiden sich auch in ihrer Expression von géngigen
Markern fiir TransB. (F) T1, T2 und T3 nehmen
unterschiedliche Anteile von TransB in Analysen von
Blutproben gesunder Spender (n=20) ein.
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TransB konnen im peripheren Blut anhand ihrer Expression von CD24 und CD38 identifiziert
werden (nach Sims et al. 2005). Anhand ihrer CD21 Expression kdnnen diese Zellen weiter in
CD21-niedrig exprimierende T1-Zellen (T1) und CD21-hoch exprimierende T2-Zellen (T2)
unterteilt werden, was aufeinanderfolgende Stufen der Reifung widerspiegelt (Suryani et al.
2009). Wurden die nach der oben gezeigten Strategie eingegrenzten TransB fiir CD21 und
CD73 aufgetragen, fanden sich neben den beschriebenen T1 Zellen auch CD21-hochpositive
T2-Zellen, die sich in eine CD73" und eine CD73-niedrig-positive Fraktion unterteilten. Diese
CD21°CD73" TransB werden hier als T3 Zellen bezeichnet (s. Abb. 9/A). Neben der Marker-
Kombination CD24/CD38 wurden von einigen Autoren auch andere Kombinationen zur
Identifizierung von TransB genutzt. Unter anderem fanden die Marker CD10, CD38 und IgM
hierfiir Verwendung (Cuss et al. 2006; Wehr et al. 2007).
T2 Zellen exprimierten weniger CD24 und CD38 als T1 Zellen (Suryani et al. 2009). T3
Zellen exprimierten ihrerseits noch weniger CD24 und CD38 als T2 Zellen. Trotzdem lag die
CD24 und CD38 Expression von T3 Zellen gemil der Gating Strategie (s. Abb. 9/A) iiber der
von MatNa. Dass T3 Zellen CD38 in geringerem und CD21 in hoherem Mafle als T1 Zellen
exprimierten, wurde auch bei Betrachtung von CD21 gegen CD38 deutlich (s. Abb. 9/C). Die
CD10 Expression nahm, wie die von CD24 und CD38, von T1 iiber T2 zu T3 Zellen ab.
Wihrend T1 und T2 Zellen CD10" waren, fanden sich unter den T3 Zellen auch CD10" Zellen
(s. Abb. 9/D). Auch die IgM Expression fiel von T1 zu T3 Zellen ab. Trotzdem exprimierten
alle drei Subpopulationen durchgehend IgM, was sich beim Vergleich mit den Gesamt-B-
Zellen zeigte (s. Abb. 9/E). Insgesamt gliederten sich T3 Zellen also in ihrer Expression dieser

Differenzierungsmarker zwischen T2 und reifen Naiven Zellen ein.
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Betrachtet man die Anteile der unterschiedlichen Subpopulationen von transitionalen Zellen
von gesunden Spendern, so zeigt sich eine relativ homogene Verteilung der Subpopulationen.
T1 Zellen machten mit im Mittel 7,83% der Zellen den kleinsten Anteil aus. Der Anteil an T2
Zellen war mit im Mittel 67,81% am hochsten, wahrend T3 Zellen im Mittel 23,08% der
Zellen einnahmen (s. Abb. 9/F).
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Abbildung 10 : Der Phiinotyp von T3 Zellen ist reifer als der von T2 Zellen, aber trotzdem noch unreif

Reprisentative FACS Farbungen peripheren Blutes von gesunden Spendern zur Analyse unterschiedlicher
Differenzierungsmarker auf Subpopulationen von transitionalen B-Zellen im Vergleich mit reifen naiven B-Zellen. (A-E) Die
Intensitét der Expression der Marker CD24, CD38, CD10, CD5 und IgM fallt von T1 iiber T2 zu T3 Zellen. T3 Zellen
exprimieren dennoch mehr CD24, CD38, CD10, CD5 und IgM als Reife Naive Zellen. (F) T3 Zellen exprimieren CD73 in
geringerem Mafe als Reife Naive Zellen. (G) Die Subpopulationen transitionaler Zellen exprimieren zum Grofteil kein
CD39. (H) Die bcl-2 Expression steigt von T1 zu Reifen Naiven Zellen graduell an. (I) Sowohl transitionale, als auch Reife
naive Zellen sind HLA-DR+. (J) TransB sind im Unterschied zu Reifen Naiven Zellen CD243 negativ.

Um auszuschlieBen, dass es sich bei der von uns als T3 bezeichneten Population lediglich um
reife Naive B-Zellen handelte, die versehentlich durch das Gate fiir TransB-Zellen mit erfasst
worden waren, wurde der Differenzierungsgrad der T3 Zellen mit Hilfe weiterer
Differenzierungsmarker genauer analysiert (s. Abb. 10). Die Expression von CD24, CD38
und CD10 nahm wie oben beschrieben von T1 iiber T2 Uber T3 zu reifen Naiven Zellen
immer weiter ab (s. Abb. 10/A-C). T3 unterschieden sich beziiglich ihrer CD24 und CD38
Expression schon deshalb von Reifen Naiven Zellen, weil diese beiden Marker Teil der
Gating Strategie waren (s. Abb. 4). CD10 wird, wie auch die Marker CD24 und CD38, auf
unreifen B-Zellen exprimiert (Cuss et al. 2006). Das Expressionsniveau von CD10 auf T3
Zellen lag unter dem von T2 Zellen, aber deutlich {iber dem von Reifen Naiven Zellen. Ein

Anteil von T3 Zellen war CD10-, wihrend alle T1 und T2 Zellen CD10" waren. Es ist
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bekannt, dass zumindest transitionale T1 Zellen im Unterschied zu reifen Zellen CDS5
exprimieren (Sims et al. 2005). Passend dazu exprimierten alle drei hier beschriebenen
Subpopulationen transitionaler Zellen CD5, wéhrend der groBite Teil Reifer Naiver Zellen
CD5 war (s. Abb. 10/D). Sowohl Reife Naive, als auch transitionale B-Zellen exprimierten
IgM (s. Abb. 9/E). Trotzdem zeigten sich bei ndherer Betrachtung deutliche Unterschiede
zwischen den Subpopulationen in der Intensitét der IgM Expression: T1 und T2 Zellen waren
IgM-hochpositiv, T3 Zellen und Reife naive Zellen hingegen IgM-niedrig-positiv, wobei die
IgM-Expression der T3 Zellen immer noch hoher war als die der reifen Naiven Zellen.
Obwohl T3 Zellen anhand ihrer CD73 Expression identifiziert wurden, exprimierten sie CD73
in deutlich geringerem Male als reife Zellen (s. Abb. 10/F). Es trug nur ein kleiner Anteil der
T3 Zellen das Ektoenzym CD39 auf seiner Oberfliche (s. Abb. 10/G). Das intrazellulédre
Protein bcl-2 vermittelt Schutz vor Apoptose (nach Merino et al. 1994). Interessanterweise
wurde dieses Protein kaum in unreifen transitionalen, sehr wohl aber in reifen B-Zellen
produziert. Passend dazu stieg die bcl-2 Expression von T1 iiber T2 und T3 zu reifen Naiven
Zellen graduell an (s. Abb. 10/H). Sowohl transitionale, als auch reife Zellen waren HLA-DR*
(s. Abb. 10/1). Der einzige in der Literatur beschriebene Marker, der transitionale B-Zellen
klar von reifen Naiven Zellen abgrenzen soll, ist CD243. Hierbei handelt es sich um das
Transmembranprotein ABCB1 (auch P-glycoprotein oder MDR-1), das den Transport
unterschiedlichster Molekiile iiber die Zellmembran vermittelt. Transitionale Zellen wurden
als CD243" beschrieben, wihrend reife Naive Zellen CD243" sind (Wirths und Lanzavecchia
2005). Leider liefert der einzige verfiigbare Antikorper-Klon nur Farbungen von geringer
Intensitdt, weshalb eine Unterscheidung CD243" und CD243- Zellen schwerfallt. Dennoch
konnten wir zeigen, dass alle drei transitionalen Subpopulationen CD243" waren, wéhrend
Reife Naive Zellen CD243 in hoherem Malle exprimierten (s. Abb. 10/]). Insgesamt lag die
Expression von Differenzierungsmarkern von T3 Zellen zwischen der von transitionalen T2

Zellen und Reifen Naiven Zellen.

35



4.5 Die Expression von CD73 verindert sich mit dem Lebensalter
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Abbildung 11: Die CD73 Expression reifer Naiver

Zellen verdndert sich mit dem Lebensalter

Der Anteil CD73+ von Reifen Naiven Zellen wurde

untersucht, in dem die Patienten, deren Blutproben

analysiert wurden, in unterschiedliche Altersgruppen

aufgeteilt wurden. (A) Der jeweilige Anteil CD73+

Zellen von Reifen Naiven Zellen im peripheren Blut

wurde im FACS gemessen und aufgetragen. (B) Die

MFI der CD73 Expression wurde aufgetragen.
Der Anteil CD73" Zellen von Reifen Naiven Zellen ohne CD21°% Zellen (MatNa clean)
unterschied sich zwischen Patienten unterschiedlicher Altersgruppen. So nahm der Anteil
CD73" Zellen bis zum jungen Erwachsenenalter signifikant zu. Insbesondere Sduglinge und
Kleinkinder verfiigten durchschnittlich nur iiber wenige CD73" Zellen. Im Alter fiel der
Anteil CD73" Zellen im Vergleich zum jungen Erwachsenenalter wieder signifikant ab. Da
sich auch die Anteile der unterschiedlichen B-Zell Subpopulationen mit dem Alter
verdnderten (s.u.), wurde hier der Anteil CD73" Zellen ciner definierten Population (MatNa

clean) fiir den Vergleich genutzt. Bei vergleichender Betrachtung der Fluoreszenzintensitdten
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zeigten sich die gleichen Tendenzen wie bei Betrachtung der Anteile CD73* Zellen (s. Abb.
11/B). Allerdings wurden diese Daten iiber einen Zeitraum von iliber einem Jahr erhoben, in
dem das genutzte FACS Gerit mehrfach gewartet und neu kalibriert wurde. Deshalb sind die

gezeigten Daten flir die MFI nur bedingt vergleichbar.

4.6 Infektionen mit dem HI-Virus wirken sich auf die CD73 Expression und die

Zusammensetzung der B-Zell Populationen aus

A Anteil CD73+ von naiven reifen Zellen B MFI CD73 von reifen naiven Zellen
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Abbildung 12: HIV infizierte Patienten exprimieren weniger CD73 auf der Oberfliche von B-Zellen als gesunde Spender
FACS Analyse von Gesunden Spendern (HD, n=20), HIV infizierten und antiretroviral therapierten Patienten (ART, n=20)
und virimischen HIV infizierten Patienten ohne Therapie (Viremic, n=10). (A) Anteil CD73+ Zellen von reifen Naiven B-
Zellen. (B) MFI CD73 von reifen naiven Zellen.
Bei der Analyse der CD73 Expression von reifen Naiven B-Zellen in Blutproben von HIV
infizierten Patienten im Vergleich zu gesunden Spendern zeigten sich deutliche Unterschiede.
Die CD73 Expression von HIV infizierten Patienten lag signifikant unter der von gesunden
Spendern (s. Abb. 12/B). Die HIV Patienten konnten weiter in eine anti-retroviral therapierte
(ART) und eine unbehandelte Kohorte (viremic) unterteilt werden. Der Anteil CD73" Zellen
von reifen Naiven B-Zellen der ART-Kohorte unterschied sich nicht signifikant von dem
gesunder Spender (s. Abb. 12/A). Trotzdem lag die Expressionsintensitidt von CD73 auf reifen
Naiven Zellen im Mittel unter der von gesunden Spendern (s. Abb. 12/B). Obwohl die CD73
Expression auf reifen Naiven B-Zellen von virdmischen Patienten sehr inhomogen verteilt
war, zeigten sich hochsignifikante Unterschiede im Vergleich zu gesunden Blutspendern:
Sowohl der Anteil CD73" Zellen, als auch die Expression von CD73 auf reifen Naiven Zellen
war deutlich vermindert (s. Abb. 12/A+B). Des Weiteren zeigten sich Unterschiede in der

Zusammensetzung des B-Zell Pools von HIV-Patienten im Vergleich mit gesunden Spendern:

HIV-Patienten zeigten u.a. Verdnderungen im Anteil Naiver und klassengewechselter B-
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Abbildung 13: HIV infizierte Patienten haben verinderte Anteile naiver und klassengewechselter Geddchtniszellen im

Vergleich mit gesunden Spendern

FACS Analyse peripheren Blutes von Gesunden Spendern (HD, n=20), therapierten HIV Patienten (ART, n=20) und
virdmischen HIV Patienten (Viremic, n=10). (A) Der Anteil naiver (IgD+CD27-) Zellen von B-Zellen ist unter therapierten
HIV Patienten signifikant erhoht. (B) Der Anteil gewechselter Gedichtniszellen (IgD-CD27+) ist bei therapierten HIV
Patienten signifikant geringer als bei gesunden Spendern.

Zellen. Der Anteil naiver B-Zellen an den Gesamt-B-Zellen im peripheren Blut war bei HIV

Patienten unter ART Therapie signifikant hoher als bei gesunden Spendern (s. Abb. 13/A).

Eine &dhnliche, allerdings nicht signifikante Tendenz fand sich auch beim Vergleich von

virdmischen Patienten mit gesunden Spendern (s. Abb. 13/A). Zugleich war der Anteil

klassengewechselter Gedéchtniszellen an den Gesamt-B-Zellen bei therapierten HIV

Patienten geringer als bei gesunden Spendern. Die gleiche Tendenz zeigte sich beim

Vergleich von virdmischen HIV Patienten mit gesunden Spendern (s. Abb. 13/B). Gemeinsam

mit Kim et al. konnten wir zeigen, dass diese Beobachtungen mit einer eingeschrinkten

Féhigkeit zum Klassenwechsel in-vitro von peripheren B-Zellen von HIV Patienten im

Vergleich mit Zellen von gesunden Spendern korrelierten (Kim et al. 2017).
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Wie oben beschrieben, konnte mit Hilfe von CD73 eine dritte Population transitionaler B-
Zellen identifiziert werden, deren Phanotyp reifer als der von T2 Zellen, aber zugleich
unreifer als der von MatNa Zellen war. Bei Betrachtung des Anteils von TransB an den
Gesamt-B-Zellen im Blut von gesunden Spendern und HIV Patienten fiel auf, dass virdimische
Patienten einen signifikant hoheren Anteil unreifer Zellen aufwiesen als antiretroviral
therapierte Patienten. Im Vergleich zu gesunden Spendern zeigten virdmische Patienten
lediglich die nicht-signifikante Tendenz zu einem erhohten Anteil transitionaler Zellen (s.
Abb. 14/A). Passend zur Beobachtung, dass HIV Patienten weniger CD73 auf ihren reifen
Naiven Zellen exprimierten, war der Anteil CD73" T3 Zellen an den TransB unter HIV
Patienten signifikant niedriger als bei gesunden Spendern (s. Abb. 14/D). Die Anteile von T1
und T2 Zellen zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen HIV Patienten und
gesunden Spendern (s. Abb. 14/B-C). Insgesamt présentierte sich also auch das Kompartiment
unreifer Zellen im peripheren Blut bei HIV Patienten verdandert im Vergleich mit gesunden

Spendern.
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Abbildung 14: HIV Patienten zeigen veriinderte unreife B-Zell Populationen im
peripheren Blut im Vergleich zu gesunden Spendern

Analyse der Anteile transitionaler Zellen und ihrer Subpopulationen aus Proben
peripheren Blutes von Gesunden Spendern (HD, n=20), therapierten HIV Patienten
(ART, n=20) und virdmischen HIV Patienten (Viremic, n=10). (A) Anteile
transitionaler Zellen von B-Zellen. (B-D) Anteile der Subpopulationen von TransB
(T1 (CD21°%/CD73-), T2 (CD21highCD73-) und T3 (CD21highCD73+)) im
Vergleich.
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4.7 CVID Patienten zeigen Verinderungen in der Zusammensetzung ihres B-Zell Pools

mit verminderter CD73 Expression der Zellen

Alter in Jahren
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Abbildung 15: CVID Patienten zeigen
eine verminderte Expression von CD73
auf reifen Naiven B-Zellen

Analyse der CD73 Expression und des
Alters der CVID Kohorte (CVID, n=50)
im Vergleich zu gesunden Spendern (HD,
n=20) und allen Patienten (Pat, n=242).
(A) Vergleich des Alters der
unterschiedlichen Kohorten. (B-C)
Analyse des Anteils CD73+ Zellen und
der CD73 Expression reifer Naiver Zellen.



Innerhalb der untersuchten Patientenkohorte, deren Blutproben zur Lymphozyten-
Phénotypisierung eingesandt wurden (Pat, n=242), fanden sich 50 Patienten mit
diagnostizierter chronisch-variabler Immundefizienz (CVID). Weil Schena et al. die
verminderte CD73 Expression auf den B-Zellen dieser Patienten mit einer verminderten
Féhigkeit zum in-vitro Klassenwechsel in Zusammenhang bringen konnten, wurde diese
Kohorte hier detailliert untersucht (Schena et al. 2013). Limitierender Faktor unserer Analyse
war jedoch das niedrige Durchschnittsalter der CVID Kohorte (21,12 Jahre) im Vergleich zur
Kohorte gesunder Spender (36,35 Jahre) (s. Abb. 15/A). Es zeigte sich, dass die CVID
Kohorte sowohl einen signifikant geringeren Anteil an CD73+ Zellen von reifen Naiven B-
Zellen, als auch eine signifikant verminderte Expression von CD73 auf reifen Naiven Zellen

aufwies (s. Abb. 15/B-C).
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Abbildung 16: CVID Patienten zeigen signifikante Verinderungen naiver und
klassengewechselter Gedichtniszellen

FACS Analyse der Anteile naiver und klassengewechselter Gedéchtniszellen von
peripheren Blutproben gesunder Spender (HD, n=20), Patienten mit chronisch
variabler Imundefizienz (CVID, n=50) und Patienten, deren Proben zur
Lymphozytenphinotypisierung eingesandt wurden (Pat, n=242). (A) Anteile naiver
(IgD+CD27-) Zellen von B-Zellen. (B) Anteile gewechselter Gedéchtniszellen (IgD-
CD27+) von B-Zellen.

Betrachtet man nun die Gesamtheit der zur Lymphozytenphénotypisierung eingesandten
Kohorte, die auch die CVID Kohorte enthélt, so zeigten sich die gleichen signifikanten
Tendenzen im Vergleich zu gesunden Spendern (s. Abb. 15/B-C). Zu beachten ist hierbei,
dass es sich bei der CVID Kohorte um eine Teilkohorte der Pat-Kohorte handelt. Insgesamt

zeigten sowohl die CVID, als auch die Patientenkohorte dhnliche Verdnderungen der CD73

Expression von B-Zellen wie HIV Patienten (s.0.).

CVID Patienten zeigten, wie HIV Patienten auch, signifikant erhohte Anteile Naiver Zellen

und signifikant verminderte Anteile klassengewechselter Gedichtniszellen von B-Zellen im
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Vergleich mit gesunden Spendern (s. Abb. 16/A-B). Die gleichen signifikanten Unterschiede
konnten beim Vergleich der gesamten Patientenkohorte mit gesunden Spendern beobachtet
werden (s. Abb. 16/A-B). Um die vergroBBerte Kohorte Naiver Zellen nidher zu untersuchen,
wurden auch die Anteile und Subpopulationen transitionaler unreifer B-Zellen genauer
betrachtet: Weder CVID Patienten noch die gesamte Patientenkohorte zeigte signifikante
Verdanderungen des Anteils transitionaler Zellen von B-Zellen im Vergleich mit gesunden
Spendern (s. Abb. 17/A). Im Gegensatz dazu unterschied sich die Zusammensetzung der
transitionalen B-Zellen der CVID Patienten signifikant von der von gesunden Spendern:
CVID Patienten hatten, wie die Gesamtheit der Patientenkohorte auch, einen signifikant
erhohten Anteil von T1 Zellen, einen unverdnderten Anteil von T2 Zellen und signifikant
erhohte Anteile von T3 Zellen (s. Abb. 17/B-D). Ahnliche Tendenzen konnten auch bei der
gesamten Patientenkohorte im Vergleich mit gesunden Spendern beobachtet werden (s. Abb.

17/B-D).

42
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Abbildung 17: CVID Patienten zeigen eine verinderte Zusammensetzung ihrer
transitionalen Zellen

Analyse von FACS Daten von peripheren Blutproben gesunder Spender (HD, n=20), CVID
Patienten (CVID, n=50) und der Gesamtheit der eingesandten Patientenproben (Pat, n=242).
(A) Anteile transitionaler Zellen von B-Zellen. (B-C) Anteile der Subpopulationen von TransB
(T1 (CD211ow/CD73-), T2 (CD21highCD73-) und T3 (CD21highCD73+)) im Vergleich.

4.8 Die Zusammensetzung der B-Zell Population im peripheren Blut verindert sich mit

dem Lebensalter

In gesunden Spendern (n=20) mit einem Durchschnittsalter von 36,35 Jahren nahmen Naive
B-Zellen (CD45+CD19+IgD+CD27-) mit durchschnittlich 59% den groBten Anteil ein. Das
zweitgrofite Kompartiment bestand mit durchschnittlich 20% aus klassengewechselten
Gedichtniszellen (Sw Mem, CD45+CD19+IgD-CD27+), die auch geringe Anteile von Nur-
IgM-Gedéchtniszellen und Plasmablasten enthalten konnen. Neben IgM-Gedichtniszellen
(IgM Mem, IgD+CD27+; durchschnittlich 18%) fand sich ein geringer Anteil
(durchschnittlich 3%) von CD27- Gedéchtniszellen (CD27- Mem, IgD-CD27-) (s. Abb. 18).
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Abbildung 18: Durchschnittliche Zusammensetzung der B-Zell
Population im peripheren Blut von gesunden Spendern

20 Blutproben von gesunden Spendern wurden mit FACS analysiert. Die
durchschnittliche Zusammensetzung der B-Zell Population aufgeteilt
nach IgD/CD27 wird hier gezeigt.

Verteilung der Populationen von IgD vs. CD27 nach Altersgruppen
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Abbildung 19: Die Zusammensetzung der peripheren B-Zellen
verdnderte sich mit zunehmendem Alter

Anteile der B-Zell Subpopulationen nach Aufteilung fiir [gD/CD27 in
unterschiedlichen Alterserunoen der Patientenkohorte (n=242).

Das Kompartiment der Naiven Zellen beinhaltet auch die transitionalen Zellen, die
durchschnittlich 5,69% der B-Zellen einnahmen (s. Abb. 17/A). Die Zusammensetzung des B-
Zell Pools verdnderte sich mit zunehmendem Lebensalter: Wahrend der Anteil Naiver Zellen
immer weiter abnahm, nahmen alle Populationen der Gedéchtniszellen zu (s. Abb. 19), wobei
die Zunahme der CD27- Gedichtniszellen vor allem in der Altersgruppe 50+ auffiel (s. Abb.
19).
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Vergleicht man nun die Verteilung der unterschiedlichen Subpopulationen von gesunden
Spendern mit den Patientenkohorten, so zeigen sich auch hier deutliche Unterschiede:
Insgesamt fand sich in allen Patientenkohorten eine Erhohung des Anteils Naiver
(Igh+CD27-) Zellen, womit eine Erniedrigung des Anteils von Gedachtniszellen (CD27+ &
IgD-CD27-) einherging. Trotzdem unterschieden sich die Kohorten in der Zusammensetzung
der Populationen von Gedichtniszellen: CVID Patienten hatten nur einen geringen Anteil an
Sw Mem Zellen (IgD-CD27+) (Mittelwert: 5,5%, s. auch Abb. 14/B). Diese Population war
ebenfalls bei beiden HIV Kohorten im Vergleich mit gesunden Spendern vermindert.
Wihrend der Anteil an CD27- Gedichtniszellen (IgD-CD27-) innerhalb der virdmischen
Kohorte im Vergleich mit gesunden Spendern deutlich groBer war, traf diese Tendenz nicht
auf antiretroviral therapierte HIV Patienten zu. Auch die Durchschnittswerte der gesamten
Patientenkohorte fiir die verschiedenen Anteile von B-Zellen unterschieden sich von denen
gesunder Spender. Auch hier fand sich eine VergrofBerung des Anteils Naiver Zellen im

Vergleich mit gesunden Spendern (s. Abb. 20).

Verteilung der Subpopulationen von IgD vs CD27
in unterschiedlichen Patientenkohorten

1001

Anteil an B-Zellen in Prozent (%)
g

Abbildung 20: Die Zusammensetzung der B-Zellen im peripheren
Blut unterschied sich deutlich zwischen unterschiedlichen
Patientenkohorten und gesunden Blutspendern

Darstellung der nach IgD/CD27 eigeteilten Populationen als Anteile
von B-Zellen nach Patientenkohorten.
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4.9 Der Anteil an CD21low Zellen nimmt mit steigendem Lebensalter zu

Mit zunehmendem Lebensalter wuchs der Anteil an CD21low Zellen von B-Zellen signifikant
an. Wihrend der Anteil dieser Zellen bis zum 25. Lebensjahr unter 4% lag, stieg er in der
Altersgruppe 50+ auf im Mittel 10,63% der B-Zellen an (s. Abb. 21/A). Verglich man nun die
unterschiedlichen Patientenkohorten mit gesunden Spendern, zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede (s. Abb. 21/B). Es fiel allerdings auf, dass die Anteile von CD21low Zellen zum
Teil sehr inhomogen verteilt waren (s. Abb. 21/B).

A Anteil CD21low an B-Zellen nach Altersgruppen B Anteil CD21low an B-Zellen in Patientenkohorten
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Abbildung 21: Analyse des Anteils an CD21low Zellen von B-Zellen im peripheren Blut nach Alter und in
unterschiedlichen Patientenkohorten.

Dargestellt ist der Anteil von CD21low Zellen an den peripheren B-Zellen in (A) verschiedenen Altersgruppen der
gesamten Patientenkohorte (Pat, n=242) und (B) unterschiedlichen Kohorten: CVID (n=50), ART (n=20), Viremic (n=10),
alle Patienten (n=242), und gesunden Spendern (HD, n=20).
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4.10 Plasmablasten machen altersunabhiingig nur einen geringen Anteil der B-Zellen im

peripheren Blut aus

Plasmablasten machten bei gesunden Spendern im Mittel 0,6% der peripheren B-Zellen aus
(s. Abb. 22/B). Der Anteil von Plasmablasten war im Sauglings- und Kleinkindalter zwar
signifikant hoher als der von Patienten im Alter von 26-50 Jahren, lag auch hier aber im

Mittel nur bei 1,2 bzw. 0,9% (s. Abb. 22/A).

Verglich man die untersuchten Patientenkohorten mit gesunden Spendern, so zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede in Hinblick auf den Anteil von Plasmablasten (s. Abb.
22/B). Lediglich die Kohorte der zur Lymphozytenphidnotypisierung eingesandten
virdmischen HIV Patienten zeigte einen einzelnen Ausreiler mit einem Anteil von 18,1%

Plasmablasten (s. Abb. 22/B).
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Abbildung 22: Analyse des Anteils von Plasmablasten an B-Zellen im peripheren Blut nach Alter (A) und in
unterschiedlichen Patientenkohorten (B)

Dargestellt ist der Anteil von Plasmablasten an den peripheren B-Zellen in (A) verschiedenen Altersgruppen der gesamten
Patientenkohorte (Pat, n=242) und (B) unterschiedlichen Kohorten: CVID (n=50), ART (n=20), Viremic (n=10), alle
Patienten (n=242), und gesunden Spendern (HD, n=20).
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4.11 Der Algorithmus tSNE findet dhnliche B-Zell Populationen wie das subjektive

Gating
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Abbildung 23: Der Algorithmus tSNE findet ihnliche B-Zell Populationen wie das subjektive Gating

Die FACS Daten von 19 Proben aus der HD_IgM und 15 Proben aus der ART IgM Gruppe wurden mit Hilfe von
tSNE analysiert. Die identifizierten Populationen wurden mit schwarzen Linien umrandet. Farbkodierte tSNE Plots
von gesunden Spendern (A-H) und von ART Patienten (I-P) .
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Um eine hypothesenunabhingige Definition der B-Zell Subpopulationen zu erreichen, wurden
die FACS-Daten von 19 Proben aus der HD IgM und 15 Proben aus der ART IgM Gruppe
zundchst mit Hilfe von tSNE analysiert. Diese Methode erlaubt die Reduktion
hochdimensionaler Daten auf eine zweidimensionale Darstellung. Jeder Zelle wird in dieser
Darstellung eine Postion zugewiesen, die so berechnet ist, dass sich in allen Dimensionen
dhnelnde Zellen in Nachbarschaft angeordnet werden. Die daraus resultierende Abbildung
kann nun nach Zelldichte oder Expressionsstirke farbkodiert dargestellt werden (s. Abb. 23).
Innerhalb der resultierenden Zellwolke konnten anhand der unterschiedlichen Marker-
Expression unterschiedliche Subpopulationen von B-Zellen identifiziert werden (s. Abb.
23/A-1). Die verschiedenen Anteile der Zellwolke wurden im Rahmen der Auswertung
anhand ihres Phéanotyps bekannten B-Zell Populatioenen zugeordnet (s. Abb. 23/schwarze
Linien). Einige der beschriebenen Populationen wurden von tSNE nach ihrer CD73
Expression in Subpopulationen aufgeteilt (s. Abb. 23/A). Dies traf neben der Sw Mem und
der IgM Mem Population auch auf CD21low und MaNa Zellen zu. Wahrend die Nur-IgM und
CD27- Mem Zellen in die Ndihe der SwMem Population sortiert wurden, fanden sich IgM
Mem Zellen auf der Gegenseite der Abbildung (s. Abb. 23/A). Die im subjektiven Gating als
homogene Population abgegrenzten CD21low Zellen wurden von tSNE auf vier einzeln
stehende Zellcluster aufgeteilt (s. Abb. 23/A). Im Zentrum der Abbildung fand sich eine
Wolke von TransB Zellen, die anhand ihrer IgD, CD27, CD24 und CD38 Expression
identifiziert werden konnten. Unterteilte man diese Wolke nochmals mit Hilfe der Marker
CD21 und CD73, so ergaben sich 3 Subpopulationen, die den in den Abbildungen 6 und 7
identifizierten Populationen T1 (CD19+IgD+CD27-CD24+CD38+CD21lowCD73-), T2
(CD19+IgD+CD27-CD24+CD38+CD21highCD73-) und T3 (CD19+1gh+CD27-
CD24+CD38+CD21highCD73+) glichen (s. Abb. 23/A-G). Der grofiten Zellpopulation
(CD73+ MatNa) schlossen sich die TransB Zellen biindig an (s. Abb21/A). Wahrend die T3
Population in direkter Nachbarschaft zu CD73+ MatNa Zellen angeordnet wurde, lagen die
T2 und T1 Zellen weiter von dieser Population entfernt (s. Abb. 23/A). CD73- MatNa Zellen
wurden in der direkten Ndhe der T2 und IgM Mem Zellen einsortiert (s. Abb. 23/A).
Plasmablasten wurden nahe den CD73- Sw Mem Zellen eingeordnet (s. Abb. 23/A). Eine
stark abgegrenzte Population von CD24+CD38+IgD+IgM+CD27+ Zellen wurde in direkte
Nachbarschaft zu den Plasmablasten gesetzt (s. Abb. 23/C-H).Unterschiede beim Vergleich
zwischen HD und ART Kohorte wurden besonders bei Betrachtung der nach Dichte
farbkodierten Plots ersichtlich (s. Abb. 23/A+I). ART Patienten zeigten eine groflere Dichte
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an CD73- MatNa, CD21low und CD27- Mem Zellen, wahrend HD eine grof8ere Dichte an
CD73+ Sw Mem, CD73- Sw Mem, T3 und CD73+ IgM Mem aufwiesen (s. Abb. 23/A+I).
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4.12 SPADE deckt signifikante Unterschiede zwischen gesunden Spendern und

antiretroviral therapierten HIV Patienten auf
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Abbildung 24: SPADE deckt signifikante Unterschiede zwischen gesunden Spendern und antiretroviral
therapierten HIV Patienten auf

SPADE Analyse von FACS Daten von 19 HD IgM und 15 ART IgM Patienten. (A) Heatmap der 30
gefunden Zellcluster mit farbkodierter Darstellung der relativen Expression der untersuchten Marker. Jedes
Cluster wurde mit einer Zahl bezeichnet und anhand des Phinotyps subjektiv einer oder mehreren B-Zell
Subpopulationen zugeordnet. Griin markierte Cluster waren unter HD im Vergleich zu ART Patienten
signifikant vergroBert, rot markierte Cluster waren unter ART Patienten im Vergleich zu HD signifikant
vergrofert. (B) Darstellung des resultierenden minimale Spannbaums der gesunden Spender (Architektur
bei ART gleich, Daten nicht gezeigt). Die Zellcluster wurden manuell B-Zell-Subpopulationen zugeordnet
(schwarze Linien). Griin markierte Cluster waren unter HD im Vergleich zu ART Patienten signifikant
vergrofert, rot markierte Cluster waren unter ART Patienten im Vergleich zu HD signifikant vergrofert.



Die Analyse mit SPADE konnte 30 Zellcluster identifizieren, die sich in Grof3e und Phéanotyp
voneinander unterschieden (s. Abb. 24/A+B). Es ist zu betonen, dass hier zur besseren
Darstellung relative und nicht absolute Expressionen der Marker farbkodiert als Heatmap
dargestellt wurden (s. Abb. 24/A und Abb. 25). Durch Betrachtung der Phénotypen konnte
jedes gefundene Zellcluster einer oder mehreren B-Zell Subpopulation zugeordnet werden (s.
Abb 22/A/schwarze und graue Linien und vgl. Abb. 25). Es fanden sich 15 Cluster Naiver
Zellen, die auch TransB und CD21 Zellen umfassten. Aullerdem konnten zwei Zellcluster von
CD21low Zellen identifiziert werden, die sich vor allem in ihrer IgD und CD73 Expression
unterschieden. Des Weiteren wurden drei TransB Populationen identifiziert, von denen zwei
Populationen CD73- (Nr. 19 und 23) und eine CD73int (Nr. 2) war (s. Abb. 24/A). Die CD73-
TransB Populationen unterschieden sich nur geringfiigig in Hinblick auf ihre CD24 und CD38
Expression. Alle identifizierten TransB Cluster waren CD21+ (s. Abb. 24/A). Die sieben Sw
Mem zugeordneten Cluster umfassten CD73- (Nr. 18, 24, 29) und CD73+ Cluster (Nr. 8, 16,
3, 22). Zwei der CD73- Sw Mem Cluster wurden auf Grund ihrer CD38 Expression den
Plasmablasten zugeordnet (Nr. 15, 18). Wahrend Cluster 18 IgD- war, exprimierten die Zellen
aus Cluster 15 IgD (s. Abb. 24/A). Auch Nur-IgM (Nr. 12), IgM Mem (Nr. 15, 7, 14, 1, 25)
und CD27- Mem  Zellen (Nr. 28, 11) konnten zugeordnet wurden.
SPADE hat innerhalb der HD und der ART Kohorte die gleichen Cluster identifiziert und
zwischen den beiden Kohorten verglichen. Hierbei zeigten sich signifikante Unterschiede: Die
Cluster 18 und 9 waren bei ART Patienten signifikant vergréBert. Innerhalb der HD Kohorte
waren die Cluster 16, 22, 5 wund 1 signifikant vergroBert (s. Abb. 26).
Die mithilfe der Heatmap zugeordneten Populationen wurden anschlieBend im von SPADE
erstellten minimalen Spannbaum als schwarze Linien eingetragen (s. Abb. 24/B, vgl. Abb.
25). Die GroBe der Cluster im Spannbaum spiegelt die Anzahl der Zellen in jedem Cluster
wider (s. Abb. 24/B). Im Zentrum des Spannbaums fanden sich TransB Zellen, denen sich
links CD73+ Naive Zellen anschlossen. Das zwischen TransB und CD73+ Naiven Zellen
liegende Cluster 2 wurde anhand seines Phianotyps in der Heatmap T3 Zellen zugeordnet. Den
Naiven Zellen schloss sich nun ein Cluster von IgM Mem Zellen (Nr. 25) mit entsprechenden
Plasmablasten (Nr. 15) an. Ein anderer Zweig fiihrte {iber Nur-IgM Zellen (Nr. 12) zu CD73+
Sw Mem Zellen. Von CD73+ Sw Mem Zellen ging nun ein Ast mit CD73- Sw Mem Zellen
(Nr. 24, 29) ab, der Sw Plasmablasten und schlieSlich CD27- CD21low Zellen (Nr. 28)
enthielt. Auf der rechten Seite gliederten sich den TransB die CD73- Naive Population an. In
der direkten Nachbarschaft dieser CD73- Naive Population wurden IgM Mem Zellen
eingeordnet (s. Abb. 24/B).
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Abbildung 25: Farbkodierte SPADE Biiume der gefunden Cluster

Nach Markern sortierte und nach relativer Markerexpression farbkodierte SPADE Baume der
gefundenen Cluster zur Veranschaulichung. Die gezeigten Zellzahlen beziehen sich auf die Kohorte
gesunder Spender (HD).
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Abbildung 26: Vulkan-Plot der SPADE Cluster

Gezeigt ist die relative Haufigkeit der Cluster im Vergleich zwischen antiretroviral
therapierten Patienten (ART) und gesunden Spendern (HD) auf Basis eines unpaaren
student’s t-test. Im Vergleich zwischen den Kohorten signifikant angereicherte Cluster sind
rot markiert.
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5. Diskussion

5.1 Einschrinkungen der durchgefiihrten Analyse

Die gewonnenen FACS Daten beinhalten grundsétzlich nur die jeweils betrachteten Antigene.
Bei jeder Analyse muss also beriicksichtigt werden, dass eine Férbung anderer Antigene
moglicherweise andere Erkenntnisse hervorgebracht hitte. Die Anzahl der gleichzeitig
analysierbaren Antigene war bei dem von uns genutzten FACS Gerit auf acht beschrinkt,
weshalb nur bei begriindetem Interesse zusétzliche Farbungen mit anderen Antigenen
durchgefiihrt wurden. FACS Daten liefern im Allgemeinen nur relative Werte. Sie erlauben
also nur anteilige und keine absoluten Aussagen iiber die Gréfe der erfassten Populationen.
Des Weiteren basiert die vorliegende Untersuchung u.a. auf Daten aus Analysen von
Blutproben von Patienten mit unterschiedlichen klinischen Fragestellungen und ldsst deshalb
nur bedingt Riickschliisse auf entsprechende Daten von gesunden Spendern zu. Trotzdem
bietet diese Kohorte die Mdglichkeit der Unterteilung in unterschiedliche Altersgruppen und
wurde deshalb hierfiir genutzt. Fiir einige Analysen konnte auf Proben von gesunden
Spendern zuriickgegriffen werden, die allerdings nicht gleichaltrig mit der jeweiligen

Patientenkohorte war.

5.2 Das erarbeitete FACS Panel erlaubte die Identifikation unterschiedlicher relevanter

B-Zell Subpopulationen

Das erarbeitete FACS Panel zur Analyse von peripheren Blutproben von Patienten im
Zentrum flir Diagnostik am Universitdtsklinikum Eppendorf umfasste die acht Antigene
CD27, IgD, CD38, CD21, CD24, CD19, CD73 und CD45. Das Panel erlaubt die Unterteilung
von B-Zellen in Subpopulationen unterschiedlicher Differenzierungsstufen. So konnen neben
unreifen TransB auch hochdifferenzierte Plasmablasten analysiert werden.

Die direkte klinische Relevanz der erfassten Populationen zeigt sich beispielsweise bei der
Betrachtung der unterschiedlichen Klassifikationen fiir chronisch variable Immundefizienzen
(CVID) Freiburg, Paris und Euroclass, die Anteile von B-Zell Populationen von Lymphozyten
in Zusammenhang mit dem Auftreten von klinischen Manifestationen der Erkrankung bringen
(Warnatz et al. 2002; Piqueras et al. 2003; Wehr et al. 2007). Diese Arbeiten zeigen den
direkten klinischen Zusammenhang der Anteile von Sw Mem, Naiven, CD21°% und TransB

Zellen mit klinischen Manifestationen wie granulomatdsen Erkrankungen, Splenomegalie,
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Autoimmunphdnomenen oder Lymphadenopathie. Allerdings beziehen die genannten
Klassifikationen die Anteile der Populationen auf CD45" Lymphozyten (Warnatz et al. 2002;
Piqueras et al. 2003; Wehr et al. 2007). Dies ist mit unserem Panel ebenfalls mdglich, in
unserer Auswertung wurden die Anteile der unterschiedlichen Zellpopulationen allerdings auf

CD19" B-Zellen bezogen.

5.3 Das Alter von Patienten hatte Einfluss auf CD73 Expression und Verteilung der

unterschiedlichen B-Zell Subpopulationen

Die CD73 Expression auf B-Zellen wurde unter Zuhilfenahme der MatNa clean Population
untersucht. Diese Population von CD45°CD19*IgD*CD27-CD24 CD38" Zellen, aus der
CD21°% Zellen ausgeschlossen wurden, ist mit den gegebenen Markern maximal eingegrenzt
und umfasst ausschlieBlich reife Naive B-Zellen. Da sich die CD73 Expression zwischen
unterschiedlichen B-Zell Subpopulationen unterscheidet (s.u), wurde ein moglicher Einfluss
des Lebensalters anhand der MatNa clean Population untersucht. Wir konnten zeigen, dass
sowohl der Anteil CD73" Zellen als auch die Expression von CD73 auf MatNa clean Zellen
innerhalb der Pat Kohorte bis zum jungen Erwachsenenalter (19-25 Lebensjahre) signifikant
ansteigt, um dann wieder signifikant abzufallen (s. Abb. 11). Interessanterweise lag der
durchschnittliche Anteil an CD73" MatNa clean Zellen bei Patienten im Alter von iiber 50
Lebensjahren mit 64,6% sogar unter dem von Kleinkindern (2-3 Lj.: Mittelwert: 81,46%).
Passend dazu fiel bei Analysen der CD73 Expression von B-Zellen aus Nabelschnurblut auf,
dass diese Zellen kein CD73 exprimierten (Pettengill und Levy 2016). Hierbei ist zu betonen,
dass es sich bei den B-Zellen im Nabelschnurblut nach Interpretation der Autoren
vornehmlich um Naive B-Zellen handelte (Pettengill und Levy 2016). Dies erklart
moglicherweise die gefundene geringe CD73 Expression in der Altersgruppe von 0-2 Jahren
in unserer Studie. Eine andere Analyse aus dem Jahr 1980 untersuchte die CD73 Aktivitdt auf
peripheren B-Zellen aus Blut von gesunden Spendern im Alter von unter bzw. iiber 60 Jahren.
Hier zeigte sich passend zu unseren Ergebnissen, dass die CD73 Aktivitdt auf den B-Zellen
der élteren Kohorte signifikant geringer war als bei der jlingeren Kohorte (Boss et al. 1980).

Die hier gezeigten Ergebnisse sind also, obwohl sie auf Patientendaten basieren, mit der
Literatur vereinbar und erweitern die publizierten Erkenntnisse iiber den Einfluss des

Lebensalters auf die Expression von CD73 auf B-Zellen.

Mit steigendem Lebensalter der Patienten nahm der Anteil an CD19" B-Zellen an
Lymphozyten signifikant ab (s. Abb. 5/A). Des Weiteren konnten wir zeigen, dass sich die
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Zusammensetzung des B-Zell Pools im peripheren Blut innerhalb der Pat Kohorte mit
zunehmendem Alter stark verdnderte. So nahm der Anteil naiver B-Zellen mit steigendem
Alter ab, wihrend die Anteile an SwMem, IgM Mem und CD27- Mem Zellen zunahmen (s.
Abb. 19). Insgesamt akkumulierten mit steigendem Lebensalter also Zellpopulationen, die
nach einem Antigenkontakt gereift waren. Da das menschliche Immunsystem mit
zunehmendem Lebensalter immer mehr Kontakt zu unterschiedlichen Antigenen hat,
verwundert dieses Ergebnis nicht. Obwohl der Anteil an SwMem Zellen mit dem Lebensalter
zunahm, blieb der Anteil an Plasmablasten relativ konstant auf sehr niedrigem Niveau (im
Mittel unter 2%) (s. Abb. 22). Der Anteil an CD21'°" Zellen nahm hingegen mit steigendem
Alter signifikant zu. Dieser Anstieg konnte auf in CD21'°% zum Teil enthaltene CD27-Mem
Zellen zuriickzufiihren sein. Dass CD21'°% Zellen auch CD27- Mem Zellen enthalten, zeigt
sich bei Betrachtung der Ergebnisse der SPADE Analyse (s. Abb. 24/B).
Funde zu Referenzwerten von B-Zell Populationen im peripheren Blut in der Literatur
bestitigen die hier gezeigten altersabhdngigen Verdanderung der Zusammensetzung des B-Zell
Pools (Morbach et al. 2010; Melzer et al. 2015; Berron-Ruiz et al. 2016). Lediglich eine
Analyse, die FACS Daten von gesunden Spendern zwischen 19 und 67 Jahren nur in zwei
Altersgruppen (>44 Jahre, <44 Jahre) unterteilte, fand kaum Alterseinfliisse. Dies konnte auf
die ungiinstige Aufteilung der Kohorte zuriickzufiihren sein (Apoil et al. 2017). Es ist
hervorzuheben, dass die hier gemessenen Werte auf einer inhomogenen Patientenkohorte
basierten. Trotzdem stimmten sowohl gefundene altersabhidngige Tendenzen, als auch relative
Werte mit den beschriebenen Referenzwerten iiberein. Eine Analyse moglicher Effekte des
Geschlechtes der Patienten auf die Verteilung der unterschiedlichen B-Zell Populationen
lieferte keine signifikanten Unterschiede zwischen den Geschlechtern. Im Kontrast dazu
konnte eine andere Untersuchung feststellen, dass Frauen in der untersuchten Kohorte
gesunder Spender im Alter zwischen 40 und 79 Jahren signifikant hhere Anteile an B-Zellen
von Lymphozyten aufwiesen (im Median 18,3% (Méinner) vs. 20,8% (Frauen) (Melzer et al.
2015).

5.4 Die CD73 Expression von B-Zellen hiingt von ihrem Differenzierungsgrad ab

Die differenzierte Betrachtung des Anteils CD73" Zellen in den unterschiedlichen
Subpopulationen von B-Zellen zeigte deutliche Unterschiede auf (s. Abb. 7). Transitionale B-
Zellen exprimierten CD73 nur in relativ geringem Malle und lieferten in Bezug auf den Anteil
CD73" Zellen cine sehr inhomogene Verteilung. Das hochste Expressionsniveau von CD73
war auf MatNa clean Zellen zu finden. Interessanterweise lagen der Anteil CD73" Zellen und
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die Expressionsstirke des Markers auf Sw Mem und CD27- Mem Zellen deutlich unter dem
von MatNa clean Zellen. Das Expressionsniveau von CD73 auf Plasmablasten lag wiederum
deutlich unter dem der Sw Mem und CD27- Mem Zellen. CD21"% Zellen umfassten auch
cinen hohen Anteil an CD73" Zellen, deren CD73 Expressionsstirke allerdings auf sehr
niedrigem Niveau lag. Diese Beobachtung trifft gleichermallen auch auf I[gM Mem Zellen zu,
die wie CD21"" Zellen gesondert betrachtet wurden, weil weder CD21'°Y noch IgM Mem
Zellen einer klaren Differenzierungsstufe von B-Zellen zugeordnet werden konnten. Dass
IgM Mem Zellen CD73 in geringerem Malle exprimieren als Naive B-Zellen, konnte bereits

zuvor gezeigt werden (Vasquez et al. 2015).

Die Expression von CD73 héngt also von der Differenzierungsstufe der Zellpopulationen ab.
Die Ergebnisse legen nahe, dass unreife B-Zellen im Zuge ihrer Reifung zu reifen Naiven
Zellen CD73 hochregulieren. Zellen, die einen Antigenkontakt hatten, regulieren CD73 dann
mit steigendem Differenzierungsgrad weitestgehend herunter. Die CD73 Expression erreicht
ihr Maximum auf reifen Naiven Zellen, die im Rahmen ihrer weiteren Differenzierung zum
Teil eine Keimzentrumsreaktion mit mdglichem Klassenwechsel durchlaufen. Dies ist im
Hinblick auf die These interessant, dass CD73 eine wichtige Rolle im Klassenwechsel von B-

Zellen spielen konnte (Schena et al. 2013).

5.5 Die Analyse der CD73 Expression transitionaler B-Zellen deckte eine dritte

Population transitionaler B-Zellen auf

Die Analyse der CD73 Expression unterschiedlicher Subpopulationen fiihrte zu der These,
dass unreife TransB CD73 in geringerem Malle exprimieren als reife Naive Zellen, was
daraufhin genauer innerhalb der Kohorte gesunder Spender analysiert wurde. Tatsdchlich
waren TransB unter den CD73" B-Zellen stark angereichert, aber zugleich war auch unter den
CD73" B-Zellen eine Population von TransB detektierbar. Die Betrachtung CD73- Naiver
Zellen fiihrte zu einer neuen, objektiven Gating Strategie fiir TransB, die anschlieend in der
gesamten Arbeit Anwendung fand. Diese neue Strategie erleichterte die zuvor sehr subjektive
Abgrenzung CD24"CD38" transitionaler B-Zellen von CD24-CD38" reifen Naiven B-Zellen
(s. Abb. 8). Bei Analyse der CD21 und CD73 Expression von TransB fanden sich drei
Subpopulationen, die als T1 (CD21'°¥CD73-), T2 (CD21*CD73") und T3 (CD21"CD73™)
bezeichnet wurden. Die Expression von Differenzierungsmarkern wie CD24, CD38, CDI10
und IgM nahm von T1 und T2 iiber T3 zu MatNa immer weiter ab, was eine Differenzierung

in dieser Reihenfolge nahelegt. Um T3 besser von T2 und MatNa Zellen unterscheiden zu

58



konnen, wurden weitere Differenzierungsmarker von B-Zellen untersucht: Wéahrend MatNa
Zellen CD5" sind, exprimieren unreife B-Zellen diesen Marker (Sims et al. 2005). Dass T3
Zellen CD5" sind, zeigt gemeinsam mit der Tatsache, dass T3 Zellen ABCB1- sind und den
intrazelluldren Transkriptionsfaktor bcl-2 in hdherem Malle exprimieren als reife Zellen, dass
es sich bei T3 Zellen um eine unreife B-Zell Population handelt (Wirths und Lanzavecchia

2005; Merino et al. 1994).

Mit Hilfe von CD73 konnte also eine dritte Subpopulation von TransB identifiziert und klar
von T2 Zellen abgegrenzt werden, deren Reifegrad zwischen dem von anderen Transitionalen
und reifen naiven Zellen liegt. T3 Zellen sind CD39 und CD73*, exprimieren CD73 aber in
deutlich geringerem Male als reife Naive B-Zellen. Falls T3 Zellen zu MatNa Zellen
ausdifferenzieren, konnten T3 Zellen also die erste Population in der B-Zell-Entwicklung
sein, die CD73 exprimiert. Diese These konnte in Zukunft durch die Untersuchung von Zellen
aus dem Knochenmark und der Milz gesunder Spender weiter untersucht werden.
Bereits im Jahr 2001 wurden 3 Subpopulationen transitionaler B-Zellen in Méausen anhand der
Marker CD23 und IgM beschrieben: T1 (CD23-IgMhigh), T2 (CD23*IgMhigh) und T3
(CD23"IgM!*¥) Zellen. Die Population humaner TransB-Zellen wurde hingegen im
Unterschied zu reifen naiven Zellen als CD24, CD38, CDI10, IgM und IgD exprimierende
Zellen beschrieben, denen der von naiven Zellen exprimierte Transporter ABCB1 fehlt (nach
Carsetti et al. 2004; Wirths und Lanzavecchia 2005). Nachdem Sims et al. bereits das humane
Korrelat zu den T1 Zellen der Maus identifizieren konnten, definierten Suryani et al. humane
T1 Zellen als CD21% und humane T2 Zellen als CD21high (Sims et al. 2005; Suryani et al.
2009). Dass diese Populationen aufeinanderfolgende Reifegrade wiederspiegeln, konnte durch
Analysen der B-Zell Rekonstitution nach B-Zell Depletion gezeigt werden (Suryani et al.
2009; Palanichamy et al. 2009). Dass eine dritte, reifere Population transitionaler B-Zellen im
Menschen existiert, kiindigte sich bereits mit den Ergebnissen von Lee et al. an, die eine
CD5" Population von Zellen zeigten, die wie transitionale Zellen ABCBI- ist, die
transitionalen Marker CD38 und CD10, aber nur in geringfiigig hoherem Mal3e als reife naive
Zellen exprimiert (Lee et al. 2009). SchlieBlich analysierten Palanichamy et al. die B-Zell
Rekonstitution nach B-Zell Depletion im peripheren Blut und konnten transitionale ABCB1-
Zellen anhand ihrer CD24 und CD38 Expression in die drei Subpopulationen T1
(CD24"CD38"), T2 (CD24""CD38"") und T3 (CD24'CD38") unterteilen. Alle drei
Populationen konnten in-vitro zur Herunterregulation von CD10, IgM und ABCB1 stimuliert
werden, was als Ausdifferenzierung zu reifen naiven Zellen interpretiert wurde. T3 Zellen

unterschieden sich von T2 Zellen durch eine verminderte Expression von CD24, CD38, CD10
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und IgM, wobei die CD24, CD38 und CD10 Expression noch iiber der von reifen naiven
Zellen lag (Palanichamy et al. 2009). Die T3 Population konnte nach ihrer Expression von
CD45RBMEMSS ynd IgM weiter in zwei Subpopulationen unterteilt werden. Wihrend die oben
beschriebenen T3 Zellen IgM und CD45RBMEMSS nur in geringem Maf3e exprimieren, wurde
eine kleine Subpopulation identifiziert, die IgM und CD45RBMEM3 hoch exprimiert und von
den Autoren als T3’ bezeichnet wird (Bemark et al. 2013). Bei CD45RBMEM3S handelt es sich
um ein Glykosylierungs-abhéngiges Epitop von CD45RB, das vom Antikérperklon MEM-55
gebunden wird (nach Bazil et al. 1989). Die Autoren entwickeln die Hypothese, dass T3’
Zellen zu Marginalzonen B-Zellen und T3 Zellen zu reifen naiven B-Zellen differenzieren

(Bemark et al. 2013; Bemark 2015).

Der in dieser Arbeit als CD19" IgD* CD27- CD38" CD24* CD21" CD73" [gM!°*¥ CD10"¥
CD5" bel-2'Y ABCB1- beschriebene Phinotyp der T3 Population stimmt mit dem Phénotyp
der von Palanichamy et al. beschriebenen T3 Zellen {iberein (Palanichamy et al. 2009). Die
hier beschriebenen IgM!°¥ T3 Zellen entsprechen wahrscheinlich auch der T3 (und nicht der
IgMPigh T3”) Population von Bemark et al. (Bemark et al. 2013). Wihrend T1 und T2 Zellen
sich durch ihre CD21 Expression klar unterscheiden, fehlte bisher ein Marker zur klaren
Differenzierung von T2 und T3 Zellen. Unsere Arbeit konnte nun CD73 als klares Merkmal
zur Unterscheidung von T2 und T3 Zellen identifizieren. Auch in den durch tSNE erstellten
Abbildungen konnte eine Population mit dem Phdnotyp der hier definierten T3 Zellen
identifiziert werden, die von tSNE zwischen T2 TransB und reife MatNa Zellen sortiert
wurde. SPADE konnte ebenfalls ein Cluster (Nr. 2) identifizieren, dass dem Phénotyp der hier
definierten T3 Zellen entsprach. Interessanterweise wurde dieses Cluster im minimalen
Spannbaum zwischen TransB und Naive Zellen sortiert, was die These, dass T3 eine
Zwischenstufe der Reifung von TransB zu MatNa Zellen sind, unterstiitzt.
Bei der Analyse der TransB-Zellen in den Patientenkohorten zeigte sich, dass CVID-, ART-
und virdmische Patienten einen signifikant geringeren Anteil von T3 Zellen an den TransB
haben als gesunde Spender. Da gezeigt werden konnte, dass HIV und CVID Patienten auch
insgesamt weniger CD73 auf ihren B-Zellen exprimieren, verwundert dieses Ergebnis nicht
(Schena et al. 2013; Kim et al. 2017). Falls die Hochregulation von CD73 wéhrend der
Ausdifferenzierung transitionaler Zellen ein zwingender Bestandteil der Zellreifung ist,

konnten diese Beobachtungen eine Storung der B-Zell Reifung widerspiegeln.

60



5.7 Die Analyse von B-Zellen von CVID Patienten zeigte eine signifikant verminderte
CD73 Expression und signifikante Unterschiede in der Zusammensetzung des B-Zell

Pools der Patienten auf

Innerhalb der Pat Kohorte fanden sich 50 Patienten mit diagnostiziertem chronisch-variablen
Immundefekt (CVID). Auf eine Einteilung der CVID Kohorte nach den unterschiedlichen
Klassifikationen in Subgruppen wurde zugunsten der Ubersichtlichkeit in dieser Arbeit
verzichtet. Diese Kohorte wurde in Bezug auf die Zusammensetzung der B-Zellen im Blut
und die CD73 Expression der MatNa clean Zellen mit einer Kohorte gesunder Spender
verglichen. Die Kohorte gesunder Spender war allerdings mit im Mittel 36,35 Jahren deutlich
alter als die CVID Kohorte (Mittelwert: 21,12 Jahre) (s. Abb. 15). Wie oben beschrieben
konnten wir anhand von Patientenproben zeigen, dass die CD73 Expression ab dem 25.
Lebensjahr abnimmt. Entsprechend miisste die Expression von CD73 auf den B-Zellen der
CVID Patienten iiber dem Niveau der dlteren Spenderkohorte liegen. Trotzdem lagen sowohl
der Anteil CD73" B-Zellen als auch die MFI von CD73 bei der CVID Kohorte signifikant
unter den Werten der Spenderkohorte (s. Abb. 15). Parallel dazu zeigten CVID Patienten
signifikant erhohte Anteile an naiven Zellen und signifikant verminderte Anteile an
klassengewechselten B-Zellen im Vergleich zu gesunden Spendern. Bei Betrachtung des
Anteils von TransB an den B-Zellen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede beim
Vergleich der beiden Kohorten (s. Abb. 17). Trotzdem verfiigten die CVID Patienten iiber
signifikant erhohte Anteile an T1 und signifikant verminderte Anteile an T3 Zellen an den
TransB. Die verminderte Expression von CD73 auf B-Zellen wurde ebenfalls von Schena et
al. beschrieben, und anschlieBend mit einer verminderten Fiahigkeit zum Klassenwechsel in

vitro bei CVID Patienten in Beziehung gesetzt (s.u) (Schena et al. 2013).

5.8 B-Zellen von HIV Patienten zeigen eine verianderte Zusammensetzung und

exprimieren signifikant weniger CD73 als gesunde Spender

Es wurden je zwei Kohorten von HD und ART und eine Kohorte virdmischer HIV-Patienten
untersucht. Bei der konventionellen Analyse der FACS Daten der HD, ART und viremic
Kohorten fiel auf, dass die Intensitit der CD73 Expression auf reifen Naiven B-Zellen von
antiretroviral therapierten und virdmischen HIV Patienten ohne Therapie im Vergleich mit
gesunden Spendern signifikant erniedrigt war. Hierbei war der Anteil CD73* Zellen an den
MatNa allerdings nur bei den virdmischen Patienten signifikant geringer als der von gesunden

Spendern (s. Abb. 12), wahrend der Unterschied zwischen ART und HD nicht signifikant war.
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Gemeinsam mit Kim et al. konnten wir zeigen, dass die Anteile der CD73" und CD39°CD73"
Zellen an den B-Zellen auch bei anderen ART und virdmischen HIV Patienten im Vergleich
zu gesunden Spendern signifikant vermindert waren. In vitro korrelierte der Anteil der CD73*
B-Zellen von Patienten signifikant mit der Fahigkeit der Zellen extrazelluldres AMP in vitro
abzubauen. Der beschriebene in vitro AMP Abbau konnte zusitzlich mit einem CD73
Inhibitor blockiert werden. Dieser funktionale Assay bewies, dass die verminderte CD73
Expression auf den B-Zellen dieser Patienten mit einer verminderten Féhigkeit zum Abbau
von AMP einherging. Des Weiteren konnten die B-Zellen von virdmischen HIV Patienten in
vitro nicht zum Antikorper-Klassenwechsel angeregt werden, wéhrend B-Zellen von
gesunden Spendern unter den gleichen Bedingungen einen Klassenwechsel zu IgG vollzogen

(Kim et al. 2017).

Wir konnten also gemeinsam mit Kim et al. die verminderte CD73 Expression von B-Zellen
von HIV Patienten mit einer verminderten Fahigkeit zum AMP-Abbau und zum in vitro
Klassenwechsel in Verbindung bringen. Diese Beobachtungen passen gut zu den bereits
bekannten Verdnderungen von B-Zellen bei anderen (chronisch-variablen) Immundefekten

(s.0.) (Schena et al. 2013).

Auch die Zusammensetzung des peripheren B-Zell-Pools von HIV infizierten Patienten zeigte
deutliche Unterschiede zu gesunden Spendern. So hatten ART Patienten signifikant erhohte
Anteile Naiver und signifikant verminderte Anteile klassengewechselter B-Zellen im
Vergleich zu gesunden Spendern. Diese Verdanderungen zeigten sich auch beim Vergleich von
virdmischen Patienten mit gesunden Spendern, allerdings lediglich als nicht-signifikante
Tendenzen (s. Abb. 13). Dies konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass die unterschiedlichen
B-Zell Subpopulationen in den Proben von virdmischen Patienten sehr inhomogen verteilt
waren. Womoglich hétte eine groflere Stichprobengrofe hier zu einem signifikanten Ergebnis
gefiihrt. Dass HIV-infizierte Individuen verminderte Anteile von Gedichtnis-B-Zell-
Populationen aufweisen, konnte auch von anderen Arbeitsgruppen beobachtet werden (nach
Moir und Fauci 2013). Des Weiteren war der Anteil unreifer transitionaler B-Zellen bei
virdmischen Patienten im Vergleich zu ART Patienten signifikant erhoht, was ebenfalls gut
mit den Ergebnissen anderer Studien vereinbar ist (nach Moir und Fauci 2013). Die weitere
Untersuchung der Zusammensetzung des transitionalen B-Zell-Kompartiments bei HIV
Patienten konnte zeigen, dass virdmische HIV Patienten tendenziell (nicht signifikant) erhohte
Anteile von unreiferen T1 und signifikant geringere Anteile von T3 Zellen hatten (s. Abb.14).

Die gleichen Verdnderungen konnten, wenn auch etwas milder ausgeprigt, in der ART
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Kohorte beobachtet werden. Erhohte Anteile von TransB korrelierten in einer anderen
Untersuchung zwar negativ mit der CD4-Zellzahl und damit dem Fortschreiten der HIV
Infektion, waren aber auch bei idiopathischer CD4-Lymphopenie bei nicht-HIV Infizierten
beobachtbar. Auf Grund dieser Beobachtung entwickelten die Autoren der entsprechenden
Ubersichtsarbeit die These, dass Verinderungen von transitionalen Zellen auf die verminderte
CD4 Zellzahl und nicht primir auf die Virdmie zuriickzufiihren seien (nach Moir und Fauci

2013).

Auch die Analyse der an Stelle von CD45 mit IgM gefiarbten HD IgM und ART IgM
Kohorten identifizierte signifikante Unterschiede zwischen den beiden Kohorten. Im
Vergleich zu gesunden Spendern hatten ART Patienten signifikant geringere Zellzahlen der
Cluster 5, 1, 22 und 16. Hierbei handelte es sich um CD73" Naive, I[gM Mem und zwei
Cluster von Sw Mem Zellen. Die Zellzahlen der Cluster 9 (CD73- Naive) und 18
(klassengewechselte Plasmablasten) waren bei ART Patienten im Vergleich zur gesunden

Spenderkohorte signifikant gro3er (s. Abb. 24).

Diese Ergebnisse sind mit den Ergebnissen der subjektiven Analyse vereinbar: In der
subjektiven Analyse zeigte sich bei ART eine signifikant verminderte CD73 Expression
Naiver B-Zellen einhergehend mit signifikant erhohten Anteilen Naiver B-Zellen im
Vergleich mit gesunden Spendern. Die SPADE Analyse zeigte ebenfalls, dass ART Patienten
tiber weniger CD73" Naive und mehr CD73" Naive Zellen als HD verfiigen. Des Weiteren
war der Anteil der CD73" Sw Mem Zellen an den B-Zellen in der SPADE Analyse bei ART
Patienten signifikant geringer als bei gesunden Spendern. Das passt zu den Ergebnissen der
subjektiven Analyse, wo der Anteil an Sw Mem Zellen innerhalb der ART Kohorte
signifikant geringer war als in der HD Kohorte. Dass ART Patienten aullerdem signifikant
geringere Anteile an IgM Mem Zellen aufwiesen, zeigte sich ebenfalls in der subjektiven
Analyse. Dort war der Anteil an I[gM Mem Zellen bei ART Patienten im Vergleich zu dem
von gesunden Spendern vermindert (s. Abb. 20). Auch diese Ergebnisse sind insgesamt gut
mit den Ergebnissen anderer Autoren vereinbar (nach Moir und Fauci 2013). Des Weiteren
konnten in der subjektiven Analyse keine signifikanten Unterschiede in Hinblick auf den
Anteil von Plasmablasten innerhalb der B-Zellen gefunden werden. Lediglich virdmische
Patienten zeigten die nicht-signifikante Tendenz zu erhohten Anteilen von Plasmablasten.
Dass virdmische HIV Patienten im Unterschied zu ART Patienten tatsdchlich iiber erh6hte
Anteile von Plasmablasten verfligen, konnte an anderer Stelle gezeigt werden (nach Moir und

Fauci 2013). Interessanterweise zeigte die SPADE Analyse signifikant erhohte Anteile von
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klassengewechselten Plasmablasten bei ART Patienten auf. Dieser Unterschied konnte in der
subjektiven Analyse nicht detektiert werden. Hier wurden die Plasmablasten allerdings auch

nicht weiter unterteilt.

Insgesamt dhneln sich die Ergebnisse der konventionellen und der SPADE Analyse also und
sind gut mit der publizierten Literatur vereinbar. Trotzdem wurden die Daten mittels SPADE
differenzierter und unvoreingenommener betrachtet, was weitere, zuvor nicht detektierte,

Unterschiede zwischen den B-Zellen von ART Patienten und HD ans Licht brachte.

5.9 Der mit SPADE erstellte minimale Spannbaum zeichnet die B-Zell Differenzierung

nach

Der SPADE Algorithmus definierte bei der Analyse der Blutproben der HD IgM und
ART IgM Kohorten 30 Cluster von Zellen objektiv nach ihrer Ahnlichkeit (s. Abb. 24). Jedes
der Cluster konnte auf Basis seines aus der Heatmap ersichtlichen Phinotyps einer der
bekannten B-Zell Populationen zugeordnet werden. Interessanterweise wurden einige der
Zellcluster nach ihrer CD73 Expression aufgeteilt. Dies trifft beispielsweise auf reife Naive
B-Zellen zu, die verschiedenen Clustern zugeordnet wurden, welche sich im erstellten
minimalen Spannbaum in CD73" MatNa und CD73- MatNa aufteilen lieBen. Der minimale
Spannbaum verbindet benachbarte Cluster nach Ahnlichkeit und setzt die gefundenen Cluster
so in Beziehung. Spannenderweise wurden die Cluster 2, 9 und 23 zwischen CD73" MatNa
und CD73" MatNa gesetzt. Hierbei handelt es sich um unreife transitionale Zellen. Wéhrend
IgM Mem Zellen neben CD73- MatNa Zellen angeordnet wurden, folgten auf der Gegenseite
klassengewechselte B-Zellen und Plasmablasten auf CD73* MatNa (s. Abb. 24).

Die Entwicklung von IgM Mem Zellen ist gegenwartig noch Gegenstand von Diskussionen.
Es konnte gezeigt werden, dass humane transitionale B-Zellen aus Nabelschnurblut bei
Stimulation mit einem Toll-like-Rezeptor-9 (TLR-9) Liganden in vitro zu IgM’
Gedichtniszellen differenzierten. Entsprechend wird vermutet, dass dieser Prozess in der Milz
T-Zell- und keimzentrumsunabhingig zur Entwicklung von IgM" Gedichtniszellen aus
TransB fiihren konnte (Capolunghi et al. 2008). Eine andere Arbeitsgruppe zeigte spiter, dass
die in vitro Stimulation der Toll-like-Rezeptoren von transitionalen B-Zellen zu somatischer
Hypermutation fiihrt, was die in der Einleitung erwdhnten vorhanden bcl-6 Mutationen dieser
Zellen erklaren konnte (Aranburu et al. 2010). Entsprechend wird vermutet, dass IgM*
Memory B-Zellen extrafollikuldre T-Zell-unabhidngige Immunantworten vermitteln kdnnen

(nach Capolunghi et al. 2013).
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Wie oben beschrieben konnten Capolunghi et al. unreife TransB aus dem Nabelschnurblut
von Neugeborenen T-Zell-unabhingig zur Entwicklung zu IgM Mem Zellen stimulieren
(Capolunghi et al. 2008). Dass diese Zellen gleichzeitig CD73 sind, konnte durch Pettengill
und Levy gezeigt werden (Pettengill und Levy 2016). Die Literatur liefert also Hinweise auf
einen Ursprung von IgM Mem Zellen aus CD73" B-Zellen, was exakt zum Aufbau des hier
gezeigten minimalen Spannbaums passt. Somit unterstiitzt der vom SPADE Algorithmus
objektiv erstellte Spannbaum die These, dass IgM Mem Zellen von CD73" B-Zellen

abstammen konnten.
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6. Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit habe ich zunichst ein Farbeschema (Panel) fiir die durchflusszytometrische
Differenzierung von B-Zell Subpopulationen fiir den Gebrauch in der immunologischen
Diagnostik erstellt. Teil dieses Panels war der Marker CD73, dessen Expressionsmuster auf
B-Zell-Populationen und dessen Funktion auf B-Zellen bisher noch unklar sind. Dieses Panel
wurde anschliefend genutzt, um die Expression von CD73 im Verlauf der peripheren B-Zell-
Differenzierung zu untersuchen, und um anhand verschiedener Patientenkohorten den Wert
von CD73 als diagnostischen Marker bei der Beurteilung der B-Zell-Reifung festzustellen.
Die Analyse von CD73 auf B-Zellen von HIV Patienten zeigte, dass HIV Patienten weniger
CD73 auf ihren B-Zellen exprimierten als gesunde Spender. Diese Patienten zeigten dariiber
hinaus dhnliche Verdnderungen in der Zusammensetzung ihrer B-Zellen wie CVID Patienten.
Dies driickte sich unter anderem in einer relativen Vermehrung der naiven auf Kosten der
klassengewechselten B-Zellen im Vergleich zu gesunden Spendern aus. Diese Ergebnisse
konnten wir gemeinsam mit der Arbeitsgruppe Schulze zur Wiesch vertiefen und so einen
Zusammenhang zwischen der verminderten CD73 Expression auf B-Zellen von HIV
Patienten mit der verminderten Fahigkeit dieser Zellen zum Klassenwechsel in-vitro
aufzeigen (Kim et al. 2017).

Des Weiteren habe ich untersucht, wie die CD73 Expression einer B-Zelle vom Lebensalter
des Spenders und dem Differenzierungsgrad der B-Zelle abhéngt. Ich konnte zeigen, dass die
CD73 Expression auf B-Zellen bis zum jungen Erwachsenenalter zunimmt, um dann mit
steigendem Alter wieder abzunehmen. Die maximale Expression findet auf reifen Naiven
Zellen statt, wahrend Zellpopulationen im Blut, die einen Antigenkontakt hatten, wieder
deutlich weniger CD73 exprimieren. AuBlerdem konnte ich zeigen, dass unreife B-Zellen
kaum CD73 auf ihrer Oberflache exprimieren. Diese Beobachtungen nahmen wir zum Anlass,
die CD73 Expression unreifer B-Zellpopulationen detaillierter zu untersuchen. Wahrend
unreifere T1 und T2 transitionale B-Zellen noch kein CD73 exprimierten, konnte ich mit
Hilfe von CD73 eine dritte Reifestufe von transitionalen B-Zellen identifizieren. Meine Daten
legen nahe, dass T3 Zellen eine Zwischenstufe der Ausdifferenzierung von transitionalen zu
reifen Naiven B-Zellen sein konnten. Diese These konnte ich durch die Erstellung eines
minimalen Spannbaums mit SPADE weiter unterstiitzen. Trotzdem stiitzt sich diese Analyse
bisher nur auf phénotypische Daten und sollte in Zukunft weiter untersucht werden.
Zusammenfassend deuten meine Daten darauf hin, dass das Ektoenzym CD73 tatsdchlich eine

wichtige Rolle fiir die Reifung und Funktion von B-Lymphozyten spielt.

66



7. Summary

In this work I developed a panel for the flow-cytometric analysis of B lymphocyte
subpopulations for the use in immunological diagnostics. The marker CD73, which
expression levels on B cell subpopulations and role in B cell differentiation is not yet clear.
This panel was used to monitor the expression of CD73 during peripheral B cell development
and differentiation and to determine the diagnostic value of CD73 for evaluation of B cell

maturation in different patient cohorts.

The analysis of CD73 on B cells of HIV patients revealed that B cells of HIV patients
expressed lower levels of CD73 than those of healthy donors. The changes in the composition
of their B cell pool resembled those previously seen in CVID patients. The peripheral B cell
pool of HIV patients showed increased levels of naive and decreased levels of class-switched
B cells for instance. These results were enlarged upon together with the workgroup of Schulze
zur Wiesch. This work then revealed a correlation between the diminished CD73 expression

and aggravated class-switching in-vitro of B cells of HIV patients (Kim et al. 2017).

Furthermore, I investigated the correlation between CD73 expression of B lymphocytes and
the age of blood donors. I was able to show, that the expression of CD73 increases with age
until early adulthood and decreases with further aging. The maximal expression of CD73 is
found on mature naive cells, while cell populations in the blood, which had contact to
antigens reduce their expression of CD73 with further differentiation. Additionally, we
decided to investigate in CD73 expression of immature B cells, after I was able to show that
these cells hardly express CD73 on their surface. While immature T1 und T2 transitional B
cells did not express CD73 on their surface, we were able to describe a third maturation stage
of transitional B cells based on their expression of CD73. My findings suggest that T3 cells
could be an intermediate stage of maturation between immature transitional and mature naive
B lymphocytes, which was underlined by further analysis using tSNE and SPADE.
Nevertheless, this thesis is based on phenotypical data only up to now and should be pursued

in the future.

In summary my findings suggest that the ectoenzyme CD73 indeed plays a crucial role for

maturation and function of B lymphocytes in humans.
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8. Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung
AID

AIDS

ART
C-Region
CD
CD21low
CD27- Mem
CLPs
CVID
FoB-Zellen
FDCs

FSC

FSC-A
FSC-H
H-Kette
HD

HIV

Ig

IgA

IgD

IgE

IgG

IgM

IgM Mem
L-Kette
MZ-B-Zellen
MatNa clean
MPPs
Naive
pHSZs
pro-B

SHM

SSC

Sw Mem
T1

T2

Bedeutung

Activation-induced cytidine deaminase
Acquired Immune Deficiency Syndrome
HIV-positive, anti-retroviral therapierte Patienten
Konstante Region

Cluster of Differentiation

CD21-gering exprimierende B-Zellen
CD27- Gedéchtniszellen

Gewohnliche lymphoide Progenitorzellen
Chronisch-variable Immundefizienz
Follikuldre B-Zellen

Follikuldre dendritische Zellen
Fordwardcatter

Forwardscatter-Flache
Forwardscatter-Hohe

Schwere Kette (von Antikorpern)

Gesunde Spender

Humanes Immundefizienz Virus
Immunglobulin

Immunglobulin der Klasse A
Immunglobulin der Klasse D
Immunglobulin der Klasse E
Immunglobulin der Klasse G
Immunglobulin der Klasse M
IgM+IgD+CD27+ Gedéchtniszellen
Leichte Kette (von Antikdrpern)
Marginalzonen-B-Zellen

Reife naive B-Zellen ohne CD21low Zellen
Multipotente myeloid/lymphoide Progenitorzellen
IgD+CD27- naive B-Zellen

Pluripotente hdmatopoetische Stammzelle
Progenitor B-Zellen

Somatische Hypermutation

Sidescatter

IgD-CD27+ klassengewechselte Gedichtniszellen
T1-transitionale Zellen

T2-transitionale Zellen

68



T3
TransB
tSNE

Viremic

T3-transitionale Zellen
Transitionale B-Zellen
t-Distributed Stochastic Neighbor Embedding

HIV-positive, nicht anti-retroviral therapierte Patienten
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10. Anhang
10.1 Zusitzliche Abbildungen

Analyse von Geschlechtseinfliissen
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Abbildung 25 : Analyse von Geschlechtseinfliissen

%CD73+ von MatNa clean
E= % Naive

E3 % SwMem

M % IgM Mem

% CD27-Mem

% CD21low

EE % Plasmablasten

% B-Zellen von Lymphozyten

Die Anteile unterschiedlicher B-Zell Subpopulationen von Gesamt-B-Zellen innerhalb der Pat-Kohorte wurden

aufgeteilt nach Geschlechtern (médnnlich (M), weiblich (M)) gezeigt
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